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RÉsuMÉ
Dans les pays industrialisés où la prévalence et le risque chirurgical des anévrismes de l’aorte
abdominale (AAA) augmentent dans la population vieillissante, la réparation endovasculaire des
anévrismes avec une endoprothèse couverte (EC) offre une alternative minimalement invasive.
Cette approche innovante est malheureusement limitée par de nombreuses complications.
Ce projet se divise en deux parties distinctes. Premièrement, nous avons analysé des EC
explantées ainsi que leur interface avec les tissus environnant pour acquérir une meilleure
compréhension des mécanismes d’échec. Nous avons démontré que la dégradation de l’implant
est toujours un problème et que la guérison tissulaire autour des EC est déficiente. Les facteurs
qui peuvent expliquer cette mauvaise guérison sont présentés.
Ces résultats ont menés à la seconde partie de ce travail : explorer le potentiel d’un nouveau
revêtement riche en azote, appelé le PPE:N, polymérisé par plasma sur des films de PET et de
PTFE et d’un nouveau médiateur anti-apoptotique, la chondroïtine sulfate (CS) pour améliorer la
guérison vasculaire autour des EC. Des essais cellulaires ont été effectués in vitro. Les résultats
prometteurs obtenus suggèrent que le PPE:N et/ou la CS pourraient aider dans l’initiation de la
réparation vasculaire autour des EC et ainsi réduire le risque de complications lors de
l’utilisation futur de ce traitement minimalernent invasif.
Mots-clés: Endoprothèse couverte, anévrisme de l’aorte abdominale, explants, guérison
vasculaire, dégradation de l’implant, néointima, polymérisation par plasma. chondroïtine sulfate,
adhésion cellulaire, apoptose.
iv
ABsTRAcT
In industrialized countries where abdominal aortic aneurysm (AAA) prevalence and surgical risk
are increasing in ageing populations, the endovascular aneurysm repair with stent-graft (SG)
prosthesis offers a promising, less invasive alternative to open surgery. The widespread use of
this approach is, however, limited by several complications.
This project is divided in two distinct parts. first, we analysed explanted SG and their
surrounding tissues to gain a better understanding of the rnechanisms of failure. We found that
implant degradation is stiil a problem and we found a lack of healing, even after several years of
implantation. factors explaining the lack of tissue organization around SG are discussed.
These results lcd to the second part of this work which consisted in exploring the potential of a
new nitrogen-rich plasrna-polymerised biornaterial, designated PPE:N (on PET et PTFE films)
and a newly identified anti-apoptotic mediator i.e. chondroitin sulphate (CS), to foster vascular
healing. Adhesion, growth, migration, resistance to apoptosis and myofibroblast differentiation,
were assessed in vitro on control and modified surfaces in presence or not of CS. Our promising
results suggest that PPE:N-coating and/or CS could help initiate vascular repair around $Gs and
decrease the risk of complications ofthis treatment in the future
Keywords: stent-graft, abdominal aortic aneurysm, explants, vascular healing, implant
degradation, neointirna, plasma polymerisation, chondroitin sulphate, cdl adhesion, apoptosis
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CHAPITRE I
- INTRODUCTION
L’incidence des maladies cardiovasculaires est un problème majeur dans les pays industrialisés.
Les maladies cardiovasculaires coûtent plus de 1$ milliards de dollars par année aux
Canadiens et Canadiennes. Le vieillissement de la population est une autre réalité à laquelle ces
pays doivent faire face. C’est dans ce contexte que les thérapies minimalement invasives ont
vu le jour, dont les endoprothèses couvertes (EC ou «stent-graft ») pour le traitement des
anévrismes de l’aorte abdominale (AAA).
Les AAA sont une dilatation de l’aorte dans son segment abdominal de 50% par rapport à son
diamètre normal et leur rupture provoque une hémorragie massive qui cause la mort dans
60-70% des cas. Les EC sont composées d’une structure métallique à laquelle est attachée, par
des sutures, un recouvrement polyrnérique (ou « graft »). Elle est insérée à l’aide d’un cathéter
par l’artère fémorale et sera par la suite déployée à l’intérieur de l’anévrisme (Fig. 1) pouf
l’exclure de la circulation sanguine. Ce traitement minimalement invasif comporte plusieurs
avantages, dont la réduction de la perte de sang durant la chirurgie, de la nécessité de
transfusions, du temps d’hospitalisation, de la durée de séjour aux soins intensifs, de la
convalescence du patient et de la mortalité/morhidité à court terme comparativement à la
chirurgie ouverte standard.
Malheureusement, les EC ne représentent que 10-15% des réparations des AAA au Canada. Leur
efficacité est limitée par les fréquentes complications rencontrées. La migration de la prothèse,
2les fuites sanguines qui continuent à alimenter l’anévrisme (ou « endoleaks ») et la dégradation
des biomatériaux entraînent une reperfusion du sac anévrismal, et le risque ultime est la rupture
de l’anévrisme. Les mécanismes responsables de ces échecs sont complexes et encore mal
compris. Notre but est d’acquérir une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans
les cas d’échec et de définir des stratégies permettant d’améliorer les implants actuels, pour
diminuer les risques d’échec et augmenter l’utilisation de ce traitement minirnalement invasif
des AAA.
Ce projet se divise en deux parties distinctes. Premièrement, l’analyse d’EC explantées chez des
patients nous fournit des renseignements uniques sur l’adaptabilité in vivo de ses
endoprothèses, soit leurs altérations in vivo, leur effet sur l’environnement biologique et leur
incorporation à celui-ci. Nous avons analysé les altérations des biomatériaux qui composent
l’implant et leurs réactions biologiques à l’interface (tissu/ EC) et dans le sac anévrismal. Cette
approche, soit l’analyse simultanée des tissus et des implants, n’a pas encore été réalisée sur les
EC.
Figure 1 Endoprothèse couverte dans un anévrisme de l’aorte abdominale
(http://www.sinveb.or/patPub/abdomina1AorticIreatmcnts.shtm1)
3Lors des travaux sur les EC explantées, nous avons constaté une absence de guérison atitour des
EC. Cette faible incorporation des EC aux tissus environnants pourrait être une des causes
menant à l’échec des EC. Nous avons voulu trouver des stratégies qui favoriseraient la guérison,
soit la formation d’une néointima organisée autour des EC. Le choix de ces stratégies a été basé
sur deux facteurs importants qui limitent cette guérison. Premièrement, le contexte pro
apoptotique et de déplétion des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) au niveau de
l’anévrisme. Ensuite, les propriétés de surface du recouvrement polymérique en polyester (PET)
ou polytétrafluoéthylène (PTFE) qui ne favorisent pas l’adhésion des cellules. La deuxième
partie ce projet consiste donc à tester, in vitro, l’effet d’un nouveau revêtement de surface et
d’un médiateur anti-apoptotique récemment découvert, la chondroïtine sulfate (CS), pour
stimuler la formation d’une néointima organisée autour des EC et ainsi réduire les complications
associées à leur utilisation et leur permettre une utilisation à plus grande échelle.
En premier lieu, une revue de la littérature est présentée au chapitre II. Ensuite, les objectifs
seront clairement définis au chapitre III et les procédures expérimentales seront détaillées dans le
chapitre IV. Nous avons choisi la présentation « par article »pour la rédaction de ce mémoire.
Deux articles ont été rédigés, soit l’article I qui traite de l’analyse des EC explantées
(actuellement publié dans Journal of Endovascular Therapy) et l’article II qui expose les essais
de la stimulation de la formation néointimale in vitro (accepté pour publication dans
Biornaterials). Ces articles constituent le corps de cet ouvrage. Ils sont présentés dans le chapitre
V. Enfin, une discussion générale concluant sur l’avenir prometteur des EC est élaborée dans le
chapitre VI.
Bonne lecture
CHAPITRE II - REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ET OBJECTIFS
II-l- L’aorte abdominale, une artère élastique
Avant de parler de la physiopathologie des anévrismes de l’aorte abdominale (AAA), il est
essentiel de bien comprendre la structure et les composantes de l’aorte elle-même. L’aorte, est
une artère de gros diamètre (2 à 2,5 cm) à la paroi épaisse et très élastique naissant du coeur, qui
descend vers l’ombilic, où elle se divise en deux artères iliaques primitives ou communes [1].
C’est dans le segment abdominal de l’aorte, généralement sous la jonction des artères rénales
que surviennent les AAA [2, 3J. La paroi de l’aorte est composée de trois couches ou tuniques,
soit (de la lumière vers la paroi extérieure) : l’intima, la média et l’adventice (Fig. 2).
A
Figure 2 : Structure de l’aorte
A. L’artère est composée de 3 structures soit : 1. Intima du vaisseau 2. Média du vaisseau 3. L’adventice du vaisseau.
B. Coupe histologique d’une aorte saine
3. Adventice / 1. Membrane basale
1 .Endothélittrn
/ / B
2. Limitante/
élastique exte7
2. CMLV
2. Limitante élastique interne
(http://sn I .chcz.tiscali.fr/ cardiol
5II -1-1- L’intima
L’intima est composée d’une monocouche de cellules endothéliales vasculaires (CEV), qui
constitue l’endothélium, et d’une membrane basale [1, 3. 4]. Les CEV assument plusieurs
fonctions et participent activement à l’homéostase, principalement en inhibant la thrombose
[3, 4]. Les CEV permettent le passage, à leur jonction, de différents types cellulaires provenant
de la circulation sanguine (leucocytes, macrophages,...) en exprimant des facteurs d’adhésion
sous l’influence de certains médiateurs [3, 4].
II -1-2- La média
La média est la couche la plus épaisse dans l’aorte. Elle contient les cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLV) qui sont disposées en anneaux. Les CMLV sont séparés par de larges
feuillets d’élastine concentriques, qui forme des lamelles élastiques [1, 3, 4]. La média est
bordée par deux limitantes élastiques. Les CMLV sont responsables du tonus des vaisseaux et
elles sont influencées par les médiateurs libérés par l’endothélium et/ou par les terminaisons
nerveuses de l’adventice [l-5].
II -1-3- L’adventice
L’adventice est composé majoritairement de collagène en plus de contenir les fibroblastes. Les
fibroblastes sont à la base de ce tissu conjonctif lâche. Dans les vaisseaux en état normal, ils sont
quiescents et sécrètent de la matrice extracellulaire (MEC), notamment le collagène [3,4].
L’adventice est parcouru par des terminaisons nerveuses et des minuscules vaisseaux (vasa
vasorum) qui servent à alimenter le tissu externe des gros vaisseaux, permettant l’apport des
facteurs de croissance et de l’oxygène.
6II -1-4- La matrice extracellulaire (MEC)
La matrice extracellulaire (MEC) désigne l’ensemble de macromolécules extracellulaires du tissu
conjonctif. Selon sa composition moléculaire, la MEC joue différents rôles physiologiques, dont
le soutien structural, l’adhérence, le mouvement et la régulation de la cellule [51. Les différentes
composantes de la MEC sont dégradées par différentes protéinases (en particulier, les matrix
métalloprotéinases (MMP)). Le renouvellement de la MEC est déterminant dans la croissance, le
développement ou la réparation des tissus, mais intervient aussi dans de nombreux processus
pathologiques [5, 6]. La MEC est constituée en grande partie de protéines pures, de
glycoprotéines ainsi que de glycosaminoglycannes (GAG) (Fig.3).
La principale protéine pure de la MEC dans l’aorte est l’élastine [1, 3 ,4]. L’élastine est une
substance très élastique de basse rigidité, qui supporte la charge en condition physiologique et
peut être étirée jusqu’à 60% sans perdre de son élasticité. Elle permet à l’aorte de supporter et de
compenser de grandes fluctuations de pression [1, 3. 4].
Pour les glycoprotéines, il y a en a trois principales soit le collagène, la fibronectine et la
laminine. Le collagène est une fibre épaisse et très rigide qui préserve la structure du
vaisseau, comme une armature. Il est inextensible et résiste bien à la traction. Le collagène est
indispensable aux processus de cicatrisation. Il existe plus de 20 types de collagènes selon sa
localisation. Dans l’aorte, on retrouve le collagène 1V, VII et VIII au niveau de la membrane
basale et l’endothéliurn, tandis que le reste de la paroi contient principalement du collagène I, III
et V [5-7]. La fibronectine et la Laminine sont des glycoprotéines de liaisons entre les
éléments de la MEC et les cellules [5, 6].
7Finalement, les GAG sont de longs polysaccharides non ramifiés constitués par la répétition et la
polymérisation d’unité de disaccharides [6]. Ils forment une importante composante des tissus
conjonctifs. Il existe 7 GAG, soit
• la chondroïtine sulfate (qui est la plus abondante [5J) • l’héparane sulfate,
• le sulfate dennatant, • l’héparine
• le sulfate keratan type 1 et type 2, • l’acide hyaluronique
Dans la MEC, les GAG sont souvent associés à des protéines et forment des protéoglycannes
(PG). Dans l’appareil vasculaire, les principaux PG sont de la famille des héparanes sulfates
protéoglycannes (HSPG). Le principal HSPG dans la paroi de l’aorte est le perlécan [5, 8].
Les GAG et protéoglycannes fornient un gel hydraté dans lequel baignent les cellules [5, 6].
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Figure 3 Représentation schématique de la structure de la matrice extracellulaire de l’aorte
A. Les laminines relient la membrane cellulaire aux autres molécules de la MEC
(http://w .upci.ca/pathctub)
$II-2- Définition, incidence et physiopathologie des AAA
II -2-l- Définition et diagnostique
Il est important de bien comprendre le contexte pathologique dans lequel I’EC est insérée. Un
AAA (Fig. 4) est une dilatation, permanente et localisée dans le segment abdominal de l’aorte,
de 50% par rapport au diamètre du segment aortique sain en amont [9, 10]. Par convention, on
considère anévrismale une aorte dont le diamètre est de plus de 3 cm [il]. Les AAA sont, dans
la majorité des cas, asymptomatiques et sont détectés par des examens radiologiques de routine,
hors d’un contexte d’urgence. Une douleur importante au niveau de l’abdomen et une masse
pulsative détectée par le médecin sont les principales manifestations cliniques qui indiquent la
présence d’un AAA. Si l’anévrisme est plus petit que 55 mm, un suivi radioLogique est effectué
pour suivre l’évolution de la pathologie et s’assurer de prévenir la rupture [12, 13]. Les AAA
représentent un danger à partir d’un certain diamètre, car la paroi artérielle devient de plus en
plus fragile. Les anévrismes s’élargissent à un taux de 4-5 mm par année. Le risque de rupture
augmente avec la taille de l’anévrisme, soit 0% à 4cm ou moins, 1% de 4 à 4.9cm, 11% de 5 à
6,4 cm et de 26% pour les AAA de plus de 6,4 cm [14, 15]. La rupture de l’anévrisme est la
conséquence ultime et elle entraîne une hémorragie importante qui est fatale dans plus de 60 à
85% des cas. [10, 16. 17] et dans la moitié des cas, le patient décède avant d’arriver à l’hôpital
[18]. En dépit des progrès réalisés lors des 40 dernières années, la mortalité à la suite de la
rupture d’un AAA a diminué légèrement, mais demeure très élevée [19,20], ce qui indique que la
prévention de la rupture et le dépistage des AAA sont les meilleures solutions pour la survie des
patients [21, 22].
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Figure II-4 : Anévrisme de l’aorte abdominale
A. Anévrisme de l’aorte abdominale. L’anévrisme se forme sous les artères rénales et s’étend jusqu’aux artères iliaques.
(http://www.sinveb.ore/patPub/abdominalAorticTreatmcnts.shtml)
II-2-2- Incidence
Les AAA sont un problème dc santé majeur qui touche de 5% à 8.8% de la population avec une
augmentation importante de l’incidence dans les trois dernières décennies [23-27]. Ils sont la
l4 cause de mortalité en Amérique du Nord [28] et la lot chez les hommes de race blanche
âgés entre 65 et 74 ans aux États-unis [29]. Environ 200,000 nouveaux cas d’AAA sont
diagnostiqués chaque année. Il est donc très important de comprendre et de traiter efficacement
cette pathologie face à une population de plus en plus âgée
II-2-3- Facteurs de risque
Il existe plusieurs facteurs prédisposant à cette pathologie : l’hypertension, le tabagisme,
l’hypercholestérolémie, le diabète, la génétique familiale et l’obstruction pulmonaire chronique.
Les hommes sont largement plus susceptibles que les femmes (6:1) et le risque augmente avec
l’âge [10, 30-34].
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II-2-4- Mécanismes de formation des AAA
Les mécanismes qui interviennent dans la formation des AAA sont encore mal élucidés. Une très
petite partie (<5%) des AAA est dû à un traumatisme, à une infection aïgue (bnicellosis
salmonellosis) ou chronique (tuberculose), à une maladie inflammatoire (syndrome de Behçet et
Takayasu) [35, 36] ou à une pathologie des tissus conjonctifs (syndrome de Marfan et Ehlers
Danlos type IV) [37], mais nous ne les aborderons pas dans cet ouvrage. Plusieurs facteurs sont
impliqués dans l’initiation eti’ou le développement des AAA. L’athérosclérose, la dégradation de
la matrice, certains événements cellulaires, la biornécanique et le thrombus intra-luminal (TIL)
ont un rôle dans les étapes du développement des AAA, mais la proportion de chacun reste à
déterminer [30,38]. 11 existe aussi un facteur génétique dans la formation des AAA t29, 39-41].
Par contre, nous n’aborderons pas cette problématique complexe, puisqu’elle excède le cadre de
cette étude.
II-2-4-]- Athérosclérose et inflammation
Plus de 90% des AAA sont sous les artères rénales et associés avec de l’athérosclérose [37, 42].
L’athérosclérose est un facteur central dans les AAA [2, 10]. L’organisation mondiale de la santé
définissait l’athérosclérose en 1958, comme une variation du remaniement de l’intima des
artères de gros et de moyens calibres, consistant en une accumulation focale de lipides, de
glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissus fibreux et de dépôt de calcaire, le
tout s’accompagnant de modification de la média qui favorise le développement des AAA [43].
Cette définition indique bien la complexité dc l’athérosclérose et son implication dans les AAA.
La formation d’une plaque athérornateuse est décrite à la figure 5.
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Tous les patients qui ont des plaques d’athérosclérose ne développent pas des AAA, ce qui
signifie que l’athérosclérose joue un rôle important dans cette pathologie, mais que d’autres
facteurs sont nécessaires pour le développement des AAA. Pour que l’athérosclérose évolue vers
un AAA, il faut d’autres facteurs notamment l’inflammation [44-461. L’atrophie de la média
dans une plaque d’athérosclérose serait la cause des AAA, selon certains auteurs [2, 10, 371. Un
autre modèle veut que l’inflammation aggrave les AAA athérosclérotiques [47]. Il y a en effet,
une inflammation chronique dans la média et l’adventice caractérisée par un infiltrat de cellules
Endothelium
streak
2.
3. Smooth musde
emigration from media
to intima. Macrophage
activation.
5. Smooth musc’e
proliferation, collagen
and other ECM
deposition, extracellular
Iipid
Lipid
debns
Figure 5 Processus de formation d’une plaque d’athérosclérose f2J
1. Vaisseau normal 2. Atteinte endothéliale avec une adhésion de plaquettes et de monocytes au site d’insulte 3.
Migration des monocytes de la lumière du vaisseau et migration des CMLV à partir de la média jusqu’à l’intima. 4.
Prolifération des CMLV dans l’intima 5. Plaque athéromateuse bien développée.
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inflammatoires, incluant des lymphocytes B et T. des polyrnorpbonucléaires (PMN) et des
macrophages Ces cellules répondraient à des lipides oxydés qui sont dans la paroi et qui
proviennent de l’intima. [37]. La cause exacte de la réaction inflammatoire dans les AAA n’est
pas encore comprise, bien qu’il y ait plusieurs théories. La présence d’immunoglobuline G dans
la paroi fait supposer à certains auteurs que les AAA sont une forme de maladie auto-immune
[44, 4$, 49]. D’autres auteurs favorisent l’hypothèse d’un agent infectieux comme la Chlainydia
pneumoniae [50]. Des fragments solubles qui proviennent de la dégradation de la MEC, incluant
l’élastine, la laminine et la fibronectine, pourraient aussi servir d’agent chérnotractant dans les
AAA [51]. Plusieurs autres molécules pourraient aussi être impliquées pour attirer les cellules
inflammatoires comme l’interleukine-$, la chémoattractant protéine-l (MCP-l) et/ou les
RANTES (regulated on activation normal T-cell expressed and secreted) [52, 53].
II-2-4-2- La dégradation de la matrice
La progression de la dilation des AAA est reliée à la destruction de la MEC de la paroi aortique,
particulièrement l’élastine et le collagène. Les AAA reflètent une altération dans la balance entre
la synthèse et la dégradation de la MEC. Des études biochimiques démontrent que la diminution
du contenu d’élastine apparaît très tôt dans la formation d’un anévrisme artériel et continue dans
le temps, jusqu’à la rupture de l’anévrisme [38, 54, 55]. Au tout début de la pathologie, il y aune
augmentation de la production de collagène (épaississement de l’adventice) qui rend l’aorte de
plus en plus rigide. Dans un stade plus avancé, le contenu en collagène est diminué. Certaines
études soutiennent que la perte des lamelles élastiques est une étape critique à la formation
d’anévrisme et que la perte de collagène joue un rôle important dans l’élargissement et la rupture
de l’anévrisme [2$, 56].
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Les AAA sont caractérisés par un infiltrat inflammatoire qui contient des macrophages et des
lymphocytes T qui sécrètent des cytokines et qui augmentent la production d’enzymes,
responsables de la destruction de la MEC. [10, 47, 57] Le plus grand groupe d’enzymes impliqué
sont les matrix metalloprotéinases (MM?) qui sont des enzymes dépendant du Zn2 et Ca2 11
existe au moins 12 protéines différentes qui ont été séquencées [5$]. Chacune a un substrat dc
préférence. La MMP-3 (strornelysin I) et la MIvIP-12 (metalloelastase) dégradent l’élastine. Dans
le contexte pathologique des AAA, un mélange de MMP est requise pour dégrader plus de
composantes de la MEC, coimne le collagène dc type I (MMP-1 ou Interstitiel collagénase), le
collagène de type IV (MMP-9 ou gélatinase B) et la laminine, les protéoglycannes et la
fibronectine (MMP-3 ou stromelysin 1) [59]. La MMP-9 joue un rôle important dans la
pathologie [60]. Il a aussi été démontré que les patients qui ont un AAA ont des taux circulant de
MMP.-9 plus hauts que les personnes saines [61] et que ce taux peut être significativement
associé à la taille et au taux d’expansion de l’AAA [62]. La MMP-12. principalement produite
par les macrophages, est aussi impliquée directement dans les AAA [63]. En plus des quantités
importantes de MMP. leurs inhibiteurs, les « tissuc-inhibitor of matrix metalloproteinases »
(TIMPs), sont diminués dans les AAA [59].
II-2-4-3- Caractéristiqt,es cellulaires des AAA
En plus de la dégradation dc la matrice, les CMLV sont impliquées dans le développement de la
pathologie. Les AAA sont une pathologie qui affecte particulièrement la média. La dégradation
de l’élastine amène une perte des lamelles élastiques de la média. Les CMLV qui fabriquent
l’élastine et utie partie des composantes de la MEC subissent une déplétion dans la média. Leur
nombre est réduit jusqu’à 75% de la population initiale. Les CMLV dans la paroi aortique des
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AAA meurent par apoptose [10, 47, 62, 64-67]. L’apoptose est un mécanisme génétiquement
contrôlé de suicide cellulaire d’une importance cruciale pour la maintenance de l’architecture et
de l’homéostasie des tissus [68]. Elle est caractérisée par des changements morphologiques
typiques conm-ie le rétrécissement des cellules, la condensation de la chromatine, la foni-iation de
corps apoptotique et le détachement de la cellule de la MEC [69]. L’apoptose ne cause pas
d’inflammation, comparativement à la nécrose qui est la mort accidentelle d’une cellule.
L’apoptose peut être initiée par 2 voies : la voie extrinsèque ou la voie intrinsèque (ou
mitochondriale). La voie intrinsèque se caractérise par une augmentation des protéines p53 et
Bax et le relargage par la mitochondrie du cytochrorne C. Ensuite, un complexe avec la caspase
9 se forme. l’apoptosorne, qui activera la caspase 3 qui est l’étape irréversible de l’apoptose
puisqu’elle active les caspases effectrices. La voie extrinsèque est activée par la liaison d’un
ligand à un récepteur de mort cellulaire (ex. Fas et Fas ligand). L’activation du récepteur active
la caspase 8. qui à son tour va activer la caspase 3. La voie extrinsèque peut activer la voie
intrinsèque de l’apoptose [69]. La déplétion des CMLV et le phénotype pro-apoptotique des
CMLV restantes dans la paroi sont des facteurs déterminants dans la pathologie des AAA et son
évolution [63, 70]. Ce fait est d’autant plus important que dans des conditions physiologiques,
les CMLV protègent contre l’inflammation et la protéolyse de la MEC [71, 72].
II-2-4-4- La bioniécaniqtte des AAA
L’aorte abdominale est soumise à un stress cyclique élevé. En plus, il y a de la turbulence dans
cette partie de l’aorte due à la division de celle-ci en 2 artères iliaques. Les conditions
particulières de l’aorte abdominale, avec des facteurs qui diminuent la solidité des vaisseaux,
peuvent mener à la dilatation, et ultirnement à la rupture de l’aorte abdominale [10, 47]. Le
rapport collagène/ élastine est le déterminant de la mécanique des vaisseaux. L’architecture et
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l’épaisseur des parois sont d’autres détenuinants mécaniques des vaisseaux. Avec l’âge, de
manière naturelle, l’élastine diminue, le collagène augmente et il y a une perte progressive de
l’arrangement des fibres élastiques. En plus, les parois des vaisseaux deviennent plus minces par
la calcification, les dépôts de collagène et l’athérosclérose. Tous ces facteurs contribuent à une
plus grande rigidité de l’aorte et à un flot turbulent, non laminaire, à l’intérieur de l’AAA [73].
La formation d’un anévrisme est un exemple d’échec mécanique d’une structure cylindrique
[101.
II—2—4—5— Le throinbus intra—himinal
La présence de thrombus intra-lurninal (TIL) dans les AAA est fréquente (>75%) [2, 10]. Le
TIL est le tbrombus qui se forme sur la paroi de l’AAA. 11 découle des lésions ulcérées
d’athérosclérose, qui cause la discontinuité de l’endothélium [10]. Le TIL contribue à augmenter
le stress à la paroi aortique [23, 74] ou à le diminuer selon les différentes études [75]. La
formation de thrornbus peut accélérer l’élargissement des anévrismes et mener à la rupture de
l’AAA [10, 76]. Le TIL peut, selon certains auteurs, prédire le risque de rupture de l’anévrisme
[77]. Il est aussi une source de MMP-9 [78], emmagasine des PNM [64] et contribue à l’activité
protéolytique [58, 70]. Les propriétés du TIL sont importantes puisque c’est sur celui-ci que va
se former le thrombus dans le sac anévrismal après la chirurgie endovasculaire.
II-3- Traitements des AAA et complications
Il faut absolument prévenir la rupture des AAA puisque 60-85% des patients vont en décéder
[10, 15, 16]. Il existe deux traitements pour exclure l’anévrisme de la circulation sanguine. La
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chirurgie standard est toujours aujourd’hui la méthode classique et c’est par cette méthode que
l’on traite la majorité des patients [79]. L’autre alternative est minimalement invasive et consiste
en à la pose d’une EC par voie endovasculaire.
II-3-1- Chirurgie : traitement « gold standard»
Le traitement chirurgical « classique» est une chirurgie ouverte de l’abdomen, soit par la mise à
plat-greffe avec une ouverture du sac anévrismal. La greffe est réalisée avec une prothèse
vasculaire en textile (Dacron ou ePTFE) qui est, soit de forme tubulaire si l’AAA est limité au
segment aortique sous rénal ou de fonrie bifurquée si AAA s’étend aux iliaques. Cette prothèse
vasculaire remplace le segment malade anévrismal et elle est anastomosée à l’aorte saine en
A
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Figure 6 : Chirurgie standard avec la mise en place d’une prothèse vasculaire
A. Prothèse vasculaire sous forme tubulaire. Cette prothèse est solidement fixée à l’aorte par une anastomose qui
permet une étanchéité aux collets B. Prothèse vasculaire sous forme bifurquée.
(http://www.vasculanvcb.org)
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amont et en aval (f ig. 6). Il n’y a plus de possibilité de rupture secondaire de l’AAA, puisque
celui-ci a été retiré.
La chirurgie standard a été bien documentée. C’est un traitement efficace et durable, mais elle est
associée à des taux élevés de mortalité et morbidité, soit de 15% jusqu’à 30% pour les patients à
haut risque chirurgical [13, $0, $1]. Dans les pays industrialisés, la prévalence et le risque
chirurgical augmentent dans la population vieillissante [$2, $3]. Un nombre de plus en plus élevé
de patients ne peuvent être traités par la chirurgie standard à cause de leur état précaire qui ne
permet pas une opération invasive [$4, 85j.
II-3-2- Chirurgie endovasculaire par la pose d’une EC
II-3-2-1- Historiques et EC actuelles
Le traitement endovasculaire avec une EC, introduit en 1991, est un traitement alternatif à la
chirurgie ouverte standard pour les AAA. [$6, $7]. L’EC est constituée de deux parties.
Premièrement, il y a une charpente faite par un treillis métallique appelée « stent ». La structure
métallique possède une force radiale suffisante pour s’opposer à la déformation sous l’effet de la
pression artérielle. Le rôle principal de cette force radiale est de maintenir l’EC apposée à la
paroi vasculaire et d’empêcher la structure de bouger, bien qu’il n’y ait pas d’anastomose avec
l’EC et l’aorte. La seconde partie est le recouvrement polyrnérique ou greffon qui recouvre
l’ensemble du treillis métallique permettant à l’EC d’être étanche. Ce greffon est fixé en de
nombreux points à la structure métallique par des sutures pour pennettre une bonne stabilité du
système. Tout dépendant du modèle, le treillis métallique peut être à l’intérieur ou à l’extérieur
1$
de recouvrement polymérique. Parfois, il y a une partie métallique non recouverte par le greffon
au collet proximal de l’EC; cette partie se nomme le «bare-stent». Il existe 2 forme d’EC soit une
forme tubulaire, appelée tube aorto-aortique utilisé dans 10% des cas, et une fonite bifurquée,
appelée aortobi-iliaque, qui est modulaire, c’est à dire au moins 2 segments connectés entre eux
lors de la chirurgie. Les EC sont insérées dans un cathéter et par la suite implantée par voie
endoluminale à partir de l’artère fémorale, sous contrôle fluoroscopique (f ig. 7). L’abdomen
n’est pas ouvert pendant cette procédure.
Figure 7: Structure d’une endoprothèse couverte
A. Déploiement de l’EC dans un AAA B. structure du EC de type AneuRx, la structure métallique est à l’extérieure du
greffon C. Structure d’une EC explantée de type Talent de forme tubulaire, appelée tube aorto-aortique. Les Talent
ont une partie métallique dénudée, appelé «bare stent ». D. Structure d’une EC explantées de type Vanguard
modulaire appelé aortobi-iliaque. Les Vanguard ont eu aussi un « bare-stent o.
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L’avantage du traitement endovasculaire avec une EC est le caractère minimalernent invasif de
l’intervention qui réduit de manière significative la mortalité/morbidité à court terme [88-94]
ainsi que la perte de sang durant la chirurgie, la nécessité de transfusions, le temps
d’hospitalisation, la durée de séjour aux soins intensifs, la période de convalescence du patient, la
douleur et les cicatrices et même potentiellement le coût de l’intervention [87, 90-92, 95-104]. Il
y aurait aussi une réaction inflammatoire systémique moins importante avec les EC [105, 106],
quoique certaines études contredisent ce fait [107, 108].
Dans le début des aimées 90, les EC étaient de confection artisanale. Par la suite, plusieurs types
d’EC ont été commercialisés et implantés sur des patients (tableau I). Les prothèses de type
Vanguard font partie de la première génération des EC. Il y a eu 3 modèles de Vanguard, mais ce
type de prothèse n’a jamais reçu l’approbation de la Foods and Drugs administration (FDA). Les
Vanguard ont reçu une approbation de la FDA pour procéder à différentes phases d’essais
cliniques. A cause des nombreuses complications constatées (notamment de dégradation in
vivo), ce processus n’a pas mené à une approbation en bonne et due forme par la FDA. Les
modèles qui ont été mis sur le marché par la suite, soit la génération d’EC, devaient être
d’une meiLleure qualité pour éviter les problèmes rencontrés précédemment. Les EC de type
AneuRx et Talent ont vu le jour dans cette 2e génération d’EC. Malgré les nombreux modèles
présentement sur le marché, aucune étude n’a réussi à établir la supériorité d’un de ces modèles
[109, 110].
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Tableau I: Principaux modèles d’EC commercialisées pour les AAA
Matériau
, Stent araft Autres detailsAom prothese interne/externe
Pas de support métallique du graft anneaux
métalliques en Elgiloy, en forme de V pour
A;zcttre attache proximale et distale. Graft en un seulDacron(Guidant Menlo X Grafttisse morceau avec jambes crepees.Park. CA)
approuvé par la FDA en 1999 et retiré
du marché en 2003***
Environ 1000 sutures pour lier stent et graft
Bifurquée, modulaire,AneuRx
(Medtronic, Nitinol Dacron Graft/stent pas de partie non recouverte.
Sunnyvale, CA) pas de système de fixation en haut
***approuvé par la FDA en 1999***
Petits anneaux en haut pour attache proxirnale
Excluder Graft en un seul morceau collé par chaleur sur
(Gore and Assoc., Nitinol ePTFE graft/stent/graft
et sous le stent.Flagstaff. AZ)
***approuvé par la FDA en J999***
Stent non recouverte au site proxirnalDacron
Talent fin (Low Multiples stents de support du graft
(World Medical, Nitinol Profile Graft/stent/graft
. Design tube ou bifurqueSunrise, FL) System
LPS) Modtdaire
Vanguard Stent non recouverte au site proximal
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II-3-2-2- Complications
La diminution du volume de l’anévrisme après un traitement endovasculaire est une bonne
indication que la chirurgie endovasculaire a bien réussi [11 1-113]. L’efficacité des EC est
limitée par les fréquentes complications qui sont associées à de hauts risques de rupture de
l’anévrisme [114]. Malgré plusieurs avantages liés aux EC, les complications telles que la
migration de 1’EC, la dégradation de l’implant et les endofuites sanguines (« endoleak ») nuisent
à l’utilisation des EC qui reste, au Canada, limitée aux patients inopérables par le traitement
classique [1 15-119] ou âgés de plus de 80 ans [120]. En plus d’imposer un suivi radiologique
lourd pour les patients, ces complications peuvent mener à des ré-interventions endovasculaires
et/ou à une conversion chirurgicale [121].
Conversion et ré-intervention
Les ré-interventions sont de deux types: intervention endovasculaire et les interventions
chirurgicales. Les ré-interventions endovasculaires sont de différentes natures, soit la mise en
place d’une extension d’EC ou d’un « stent » pour corriger une fuite ou pour éviter une
migration, ou bien une embolisation d’une fuite de type II avec des cous [122-124]. Une seconde
intervention endovasculaire doit être faite dans 9.2% à 35% des cas [94, 99. 125, 1261 et ce
pourcentage monte à 59% pour les EC retirées du marché [125]. Les interventions chirurgicales
ne sont que d’un seul type. Elles consistent à retirer l’EC et à la remplacer par une prothèse
vasculaire (chirurgie standard). C’est ce que l’on appelle une conversion chirurgicale et elle est
pratiquée lorsque l’anévrisme augmente ou qu’il rupture dans l.6%à 21% des cas selon les
études [91, 94, 109, 126-1291. Lorsque le médecin doit procéder à une conversion chirurgicale,
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tous les avantages du traitement endovasculaire sont perdus. Cette seconde intervention, après la
pose d’une EC, représente plus de risques pour le patient que la chirurgie standard seule [129,
130]. Donc, il faudrait éviter les complications pour améliorer les chances du patient de
bénéficier d’une récupération complète. Les chances de rupture de l’AAA après la pose d’une
EC sont de 1% par année, etle risque de conversion est dc 2.1% par année [114, 131]
Dégradation, résistance à la corrosion et design de l’implant
La dégradation de la structure métallique et/ou du greffon sont la cause de fréquentes
complications et ont été mises en évidence par certaines études sur les EC [132-134]. La
dégradation de l’implant mène, dans certain cas, à la déformation dc celui-ci, ce qui est une
cause majeure de complication [135]. La déformation de la prothèse est parfois liée au mauvais
design de 1’EC [1361 ce qui peut provoquer la déformation de la structure, sans que les
biomatériaux de l’implant n’aient subi de dégradation. Un design inadéquat soumet les
biomatériaux à un stress continu. Il peut alors survenir des bris dans le recouvrement
polymérique qui ne résiste pas à cette tension. Les sutures qui tiennent le greffon sur la structure
métallique sont aussi soumises à une pression qui peut les faire céder [137]. Tous ces
événements mettent l’intégrité et la stabilité de l’endoprothèse en péril. La plicature des jambes
des EC en est un bon exemple et mène souvent à la thrombose des jambes iliaques de l’EC.
Toutes les défonirntions dans la structure des EC peuvent entraîner une mauvaise apposition de
l’EC à la paroi aortique et compromettre l’exclusion du sac anévrismal [135].
La résistance à la corrosion de la partie métallique est importante pour éviter la dégradation.
Certaines études ont démontré une corrosion des fils métalliques dans les EC [132] qui ont
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entraîné des fractures de stress et l’échec des implants [138, 139]. La résistance à la corrosion
d’un métal est assurée par une couche d’oxyde qui le protège. La couche d’oxyde qui recouvre le
nitinol (NiTi), principal alliage utilisé dans la conception des EC, est principalement constituée
d’un oxyde de titane qui offre, en principe, une bonne résistance à la corrosion. L’uniformité et
l’épaisseur de cette couche d’oxyde protectrice dépendent des procédés de passivation
industrielle utilisés, comme « chemical etching et electropolishing » [140-142].
La migration des EC
La migration est définie comme le mouvement longitudinal de l’EC de sa position initiale de 5
mm ou plus, généralement vers le bas [1431. Ceci peut entraîner une mauvaise exclusion du sac
anévrismal (endofuite) et ultimement sa rupture si aucune action n’est prise [143]. La migration
peut aussi causer la plicature des jambes et/ou la déconnection entre les parties de l’EC [143].
Des études ont montré que la migration est une cause importante de conversion chirurgicale
[131] et de ré-intervention [144].
La durabilité à long terme du traitement est affectée par ce problème et il a été noté chez tous les
types d’EC [143]. Le pourcentage de migration de l’EC à un an est de 2% [98, 112, 145] et varie
généralement entre 3 et 16% selon les études [94, 126, 146-150] mais va jusqu’à 42% dans
certains cas [151], ce qui fait de la migration un problème majeur à régler pour le succès de ce
traitement endovasculaire. La longueur du collet proximal aurait une influence dans la stabilité
de la position de l’EC. Après 3 ans, 22% des patients qui avaient un collet proximal de moins de
1.5 cm présentaient une migration contre 14% pour les collets de plus de 1.5 cm [152]. La
présence de crochet au collet proximal de l’EC aide à fixer l’endoprothèse et à prévenir la
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migration [153-155], mais ne parvient pas à être aussi solide que l’anastomose d’une prothèse
vasculaire [155].
Les endofuites (ou « endoleak »)
Les endofuites sanguines, communément appelées «endoleak », sont définies comme une
persistance ou une réalirnention du sac anévrisme par la circulation sanguine et surviennent dans
4-39% des cas [98, 109, 128, 156-164]. Elles sont détectées lors du suivi par imagerie comme
une opacification persistante du sac anévrismal après l’implantation de l’EC. La migration et les
bris dans l’EC peuvent mener au phénomène des endofiuites [165]. Les endoffiites sont de loin le
problème le plus important, étant donné le risque de rupture qu’entraîne la reperfusion et
l’augmentation du diamètre de l’anévrisme [166-168]. Les endofuites peuvent être classées en
deux types, soient primaires si elles surviennent dans les 30 premiers jours ou secondaires si
elles apparaissent après plus de 30 jours suivant l’implantation de l’EC [1691.
D’un point de vue anatomique les endofluites sanguines observées suite à l’implantation des EC
ont été classifiées en 5 types (Fig. 8) [156, 161].
Les endofuites de type I : ont lieu aux collets proximal ou distal, et sont causées par la
persistance de la circulation sanguine entre l’EC et la paroi aortique aux extrémités du SG.
L’angulation du collet proximal semble jouer un rôle dans ce type de fuite [170].
Les endofluites de type II proviennent d’un flux sanguin rétrograde par des branches collatérales
(artères lombaires, artère mésentérique inférieure ou autres) venant réalimenter le sac
anévrismal. L’épaisseur et la position du TIL dans l’anévrisme auraient aussi une influence sur
le développement de fuite de type II selon une étude [171].
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Les endofluites de type 111 : sont dues à un bris dans le recouvrement polyrnérique ou d’une
décoirnection entre 2 parties de l’EC.
Les endofuites de type IV : sont dues uniquement à la porosité du recouvrement polymérique.
Les endofuites de tytje V: appelées endotension se traduisent par une augmentation de taille de
l’anévrisme après implantation du EC due à une pressurisation persistante du sac anévrismale,
sans que l’on voit d’endofuites sur les images de suivi [156, 172, 173].
Les endofuites de type 1V tendent à guérir d’elle-même. Les endofluites de type I et de type II.
sont les plus fréquentes et problématiques sur le plan clinique. Les endofuites de type I et III
mènent systématiquement à une ré-intervention endovasculaire ou chirurgicale, puisqu’elles
peuvent entraîner la rupture de l’anévrisme [1691. La manière de traiter les endofuites de types II
ne fait pas consensus, alors que certains prônent l’observation plus stricte, d’autres favorisent
une intervention [166, 169, 174-176].
11-3-3- Les mécanismes d’échecs des EC
Les catises d’échec des EC sont encore mal élucidées. Des études ont montré l’implication des
facteurs mécaniques reliés à un design inadéquat dans plusieurs cas d’échec, notamment les cas
de thrombose lié à la plicature ou les endoftuites de type III [132, 133, 1351 et l’implication de la
dégradation des biomatériaux [177, 178, 179]. D’autres études sur des EC explantées chez
l’humain ont démontré un manque d’incorporation biologique de l’EC à la paroi aortique et un
manque de guérison du sac anévrismal [154, 180, 181]. Les mécanismes menant à ces échecs ou
qui facilitent leur apparition sont encore mal compris et trop peu d’études ont été faites à ce sujet
[182].
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Bien que des essais in vitro permettent de prédire en partie certains risques de complication.
l’analyse d’EC explantées après une autopsie ou de conversion chirurgicale est une source
d’information essentielle sur l’adaptabilité in vivo et sur les mécanismes impliqués dans les
cas d’échec. La compréhension de ces mécanismes pourrait permettre d’élaborer des stratégies
pour réussir à éviter les complications couramment rencontrées actueLlement. Si les
complications étaient réglées, 35-45% des AAA pourrait être traités par EC, comparativement à
l5% en 2000 [183, 184]. Ce serait un grand progrès!
II-4- Mécanismes d’incorporation des EC
II-4-1- La guérison vasculaire en général
Dans un processus physiologique, plusieurs étapes sont nécessaires pour obtenir une guérison
complète suite à une insulte vasculaire. Lorsqu’un implant vasculaire est mis en place, la
première étape est l’adsorption de protéines à sa surface. Ensuite, les cellules vont s’attacher via
des récepteurs sur ces protéines adsorbées. Les CMLV et fibroblastes sont les principales
cellules responsables de la réparation vasculaire nonriale [185]. La résistance à l’apoptose, la
prolifération et la migration des CMLV est nécessaire à la formation d’une néointima organisée
[186-190]. Pour ce qui est des fibroblastes, ils peuvent se différencier en myofibroblastes et
ensuite migrer jusqu’à la néointirna [1911. Ils seraient les premiers à réagir dans le processus de
réparation [192]. Les myofibroblastes sont des cellules spécialisées qui expriment
principalement l’alpha- smooth muscle actine (a-SMA), comme les CMLV, et des fibres de
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stress, comme les fibroblastes, pour répondre à une insulte, dans un processus normal de
réparation cellulaire. Les myofibroblastes sont présents dans tous les types de réparations, ce qui
fait d’eux la cellule centrale de tous les processus de réparation. Les myofibroblastes peuvent
sécréter une quantité importante de MEC, en plus d’avoir un phénotype contractile qui leur
permet de faire la contraction des plaies. Ce sont des cellules qui ont des caractéristiques des
fibroblastes et des CMLV [193, 194].
Des données récentes suggèrent que les cellules souches mésenchymateuses (MSC),
pluripotentes, participent à la formation de néointima dans un contexte normal de réparation
vasculaire [195-197]. Les MSC sont positives à a-SMA dans les modèles vasculaires de lésion
[197-199]. Ce mécanisme serait celui par défaut utilisé pour régénérer les CMLV ou le
mécanisme de réparation suite à un dornrnae sévère.
II-4-2- Guérison autour des EC
Dans notre modèle, l’insulte vasculaire est la mise en place et la présence de l’EC et
l’endommagement de la paroi artérielle. Le processus de guérison normal devrait tendre à
incorporer l’EC dans une capsule fibreuse. Une bonne incorporation de EC à la paroi aortique,
surtout au collet proxirnal et distal de l’anévrisme pourrait permettre de réduire les risques de
endofluites de type I et V, la migration de l’EC et aiderait à obtenir définitivement une exclusion
complète du sac anévrismal. La mise en place de la prothèse peut endommager l’intima, la
média et l’adventice de l’aorte ce qui peut affecter la guérison à long-terme [200]. Après
l’implantation d’une EC, il se forme un thrombus frais par coagulation du sang, entre l’EC et la
paroi de l’anévrisme, ainsi qu’à la surface luminale de l’EC. Ce caillot devrait évoluer vers un
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tissu organisé et devenir le principal lieu et substrat pour les prochaines étapes du mécanisme de
guérison, incluant l’inflammation, la formation de tissu de granulation et la réorganisation en
tissu conjonctif [201]. Le caillot est composé de fibrine, une matrice dans laquelle les cellules de
l’inflammation et de la réparation vont pouvoir migrer et proliférer. Les plaquettes produisent
des facteurs de croissance tels que le PDGF, TGF-a et TGF-p qui sont des chemoattracteurs des
cellules musculaires lisses, inflammatoires et des fibroblastes. Les fibroblastes sont impliqués
dans l’organisation du thrombus et la fibrose, via la synthèse de collagène et de protéoglycans en
se différenciant en myofibroblaste [202].
Dans le cas de nombreux implants vasculaires, la réaction fibroproliférative engendrée lors de la
guérison vasculaire mène à la formation excessive de tissu [203-206]. La resténose des « stents »
due à une hyperplasie néointimale en est un bon exemple [65]. Dans le cas des EC, il semble
qu’au contraire, la réaction fibroproliférative autour des EC est plutôt déficiente. Les études
antérieures sur les modèles animaux d’anévrisme, notamment par l’équipe du Dre. Lerouge ont
montré que des EC implantées ne s’incorporent pas bien dans la paroi aortique [207, 208]. Dans
le même sens, les quelques études histopathologiques sur des EC explantées lors d’autopsie ou
de conversion chinLrgicale démontrent que l’incorporation tissulaire des EC est faible et
incomplète, même après plusieurs mois, ou même plusieurs années [154, 180, 181, 209]. Le
manque de guérison observé ne permet pas à l’EC d’être solidement fixée à la paroi aortique, ce
qui entraîne des complications fréquentes.
Peu d’études ont été effectuées jusqu’à aujourd’hui pour améliorer la guérison autour de
ce type d’implant [210, 211]. La modification de la surface des biomatériaux des EC ou la
présence d’un médiateur connu pour favoriser la formation néointimale, pourrait
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améliorer l’incorporation de t’EC à la paroi. Cette EC bioactive devrait, dans notre modèle,
permettre aux CMLV et aux fibroblastes de migrer jusqu’à l’implant, d’y adhérer et d’y
proliférer tout en résistant à l’apoptose et aux fibroblastes de se différencier en myofibroblastes.
II-4-3- Les médiateurs connus de la guérison vasculaire
L’ajout de médiateurs bioactifs qui peuvent interagir avec les intégrines ou d’autres récepteurs
cellulaires pourrait améliorer la guérison vasculaire. Les facteurs de croissance plus précisément
TGF-pl, PDGf, bfGf, jotient un rôle central dans la réparation vasculaire [212-215], mais ils
sont dispendieux et, à part le bfGf, difficiles à attacher à la surface et à stériliser sans altérer
leur bioactivité. Les composantes de la MEC (collagène, protéoglycans, protéine ou peptide
d’adhésion) sont impliquées dans les interactions entre la cellule et la surface et sont aussi
utilisées pour influencer le comportement de la cellule sur la surface des biornatériaux [211, 216,
217]. L’utilisation des peptides d’attachement contenant le motif RGD (arginine- glycine
aspartate) pour contrôler l’adhésion cellulaire est en croissance. Ce motif permet une adhésion
spécifique à des récepteurs cellulaires de la famille des récepteurs intégrines [218, 219] et
d’augmenter le nombre et l’étalement des cellules [220, 221]. Par contre, ce peptide ne recrée
pas la majorité des processus nécessaires à l’initiation d’une réaction fibro-proliférative,
particulièrement la résistance à l’apoptose, une étape impolÏante dans notre modèle.
L’augmentation de la capacité des cellules de résister à l’apoptose par l’activation de la voie de
la capase-3 a été rapporté [2221, mais des investigations plus poussées sont requises. Les facteurs
de croissance comme le bFGf peuvent améliorer la guérison, mais entraînent une recanalisation
du thrornbus. [223, 224], ce qui est un facteur de risque important pour développer des
endofuites de type II.
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II-4-4- La chondroïtine sulfate (CS), un nouveau médiateur de la réparation vasculaire
récemment découvert
Le perlécan, une molécule de 467 kDa, est le principal HSPG des membranes basale [225, 226],
donc il est présent en quantité importante dans l’arbre vasculaire [227]. Les CEV produisent des
HSPG, incluant le perlécan [228]. Le perlécan contient des glycosaminoglycannes, comme la
chondroïtine sulfate (CS) [229, 230]. Le perlécan contient 5 domaines et sa stmcture est illustrée
à la figure 9. Le perlécan en entier ou dénaturé et ses différentes parties jouent un rôle dans
l’adhésion des cellules et il pourrait jouer un rôle important dans le remodelage vasculaire et la
guérison [225, 227, 231], particulièrement le domaine V qui contient 2 sites d’attache pour la CS
[232].
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Figure 9 Structure du perlécan
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L’équipe du Dr. Marie-Josée Hébert au CHUM a récemment découvert que les cellules
endothéliales soumises à un stress comme la privation de nutriment relâchent des médiateurs
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dans leur environnement qui ont un effet paracrine sur les cellules environnantes, notamment
une résistance à l’apoptose [233, 2341. Le domaine V du perlécan qui porte un site d’ancrage
potir la CS a été détecté parmi ces médiateurs et participe à la réaction fibroproliférative initié
par ces médiateurs. Il a été démontré que la CS (Fig. 10) favorise la résistance à l’apoptose [2321
et la migration des CMLV [235]. En plus, elle favorise la résistance à l’apoptose des fibroblastes
et leur différenciation en myofibroblastes [2341.
La CS joue un rôle important dans la guérison en général, notamment en régulant l’activité des
facteurs de croissance [236]. De plus, la CS a démontré ses capacités de réparation dans
différents modèles de guérison, notamment une augmentation de la guérison tissulaire des
muqueuses sous la forme d’un hydrogel [2371 et des plaies cutanées [238], une amélioration de
la guérison des yeux suite à une chirurgie au laser [239] et en prise orale avec de la glucosarnine
une régénération du cartilage [240]. La CS a un rôle important dans les processus de guérison
cellulaire et est un médiateur intéressant à étudier dans notre modèle anévrismal.
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Figure 10 : Structure de la chondroïtine sulfate
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II-5- Modification de surface des biomatériaux
L’attachement de molécules bioactives à la surface n’est pas la seule solution pour modifier la
surface des biomatériaux. Les recouvrements polyrnériques sont une autre alternative. La
technique par plasma permet de déposer des polymères à la surface des biomatériaux ou de
greffer des groupements fonctionnels. En premier lieu, il est important de savoir quels sont les
matériaux présentement utilisés et les problèmes rencontrés dans leur utilisation. Ensuite, la
modification par plasma sera abordée et finalement, un revêtement polymérique novateur sera
décrit.
II-5 -1- Biomatériaux actuels et leurs propriétés
La guérison vasculaire est fortement influencée par les biornatériaux utilisés. Le recouvrement
polyrnérique des EC, présentement commercialisées, est fabriqué en polyéthylène-térephtbalate
(PET) ou en polytétrafluoroéthylène expansé (ePTFE) (Fig. 11).
Figure 11: Structure du PET et du ePTFE
A. Structure microscopique, au MEB du PET [134], B. Structure microscopique du ePTfE [2451.
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Ces biomatériaux ont été choisis pour leur longue utilisation dans les prothèses vasculaires et
leurs excellentes propriétés mécaniques, leur relative inertie et leur faible thombogénicité [241-
246].
Le PET est un polyester utilisé sous fonie de fibres tissées ou tricotées, appelé Dacron ®. Il est
largement utilisé dans la confection des prothèses vasculaires. Le ePTFE est un matériau très
inerte. La grande hydrophobicité de ePTFE limite l’adsorption des protéines et l’adhésion des
cellules [247, 2481 et le ePTFE n’est pas assez poreux pour être bien incorporé [243]. Le PET est
moins inerte que le PTFE [249], mais il a été démontré que son incorporation est insuffisante
[203, 209, 244, 246, 250]. Pour le moment, les propriétés des matériaux utilisés dans les EC ne
sont pas adéquates. La modification de surface des biomatériaux permet d’optimiser les
interactions avec le milieu biologique (biocompatibilité) sans altérer les propriétés mécaniques
des biornatériaux utilisés.
II-5-2- Modification de surface par plasma
Les procédés par plasma constituent une voie intéressante pour la modification de la surface. Le
plasma souvent défini comme le 4Ième état de la matière. Quand un solide reçoit une certaine
quantité d’énergie, les mouvements des atomes à l’intérieur augmentent, et dans un premier
temps, le solide va passer à la phase liquide, puis à la phase gazeuse. Si l’apport d’énergie
continue, les mouvements dans le gaz deviennent violents et les molécules vont entrer en
collision les unes avec les autres et finalement se briser en sub-particules d’électrons ou d’ions.
Lorsque la matière est rendue à ce stade, elle est sous fonTie de plasma. Avec la température et la
pression atmosphérique de la terre, ce phénomène ne se produit pas, sauf dans certaines
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circonstances exceptionnelles qui donnent lieu à de magnifiques aurores boréales dans le nord du
Québec par exemple. Nous pouvons par contre créer un plasma en laboratoire en appliquant un
courant électrique dans un gaz [251].
Les décharges par plasma peuvent être utilisées pour fonctionnaliser une surface, la graver ou
déposer un film fin, l’effet variant selon les gaz et paramètres expérimentaux choisis. Cette
technique a de nombreux avantages, notanrnient sa rapidité et sa reproductibilité [252]. Il existe
de nombreuses applications, notamment dans le domaine biomédical. Ainsi, il est possible de
fonctionnaliser une surface avec des groupements hydroxyles ou amines afin de modifier les
propriétés d’une surface et/ou de pouvoir ensuite y attacher une molécule d’intérêt. Par exemple,
les plaques de culture cellulaire en polystyrène, présentement commercialisées, sont
fonctionnalisées par plasma [253]. Les groupements fonctionnels ainsi créés à la surface, par
exemple carboxyles ou amines peuvent augrneHter l’adhésion [220, 254-258] et la prolifération
t256, 257] in vitro. Il est également possible de créer par plasma des films qui ont une nouvelle
composition chimique. Nous avons récemment mis au point un nouveau polymère déposé par
plasma (ci-après appelé PPE:N «N-doped plasma-polyrnerised ethylene ») extrêmement riche
en azote (N).
II-5-3- Le PPE :N... un revêtement novateur
Ce nouveau polymère a été développé et breveté à l’École Polytechnique de Montréal par
l’équipe du Dr. Michael Wertbeimer. Ce revêtement a une haute concentratioll en azote et une
haute énergie de surface qui le rendent très prometteur pour améliorer la biocompatibilité ou la
guérison vasculaire [257]. Le gaz précurseur du PPE:N est un mélange d’éthylène (C2H4) et
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d’azote (N2) auquel on applique un haut voltage dans un environnent qui est à la pression
atmosphérique. Le fait de travailler à la pression atmosphérique facilite les manipulations et
économise du temps.
La composition du PPE:N a été obtenue par spectroscopie photoélectronique à rayons X (XPS
«X-ray photoelectron spectroscopy ») et par spectroscopie à infrarouge. Aucune étude ne
rapporte un taux d’azote aussi haut, soit 36.3%. En plus, il a été démontré par XPS et angle de
contact que le polymère est stable dans le temps. Il contient notamment des groupements amines.
Le PPE:N augmente l’adhésion des macrophages et des chondrocytes après une heure in vitro
[257]. Les macrophages sont capables d’y proliférer pendant plusieurs jours, ce qui laisse
supposer que le PPE:N n’est pas toxique pour les cellules [257]. En plus, le PPE:N peut aussi
modifier la différenciation des cellules souches mésenchyrnateuses [258, 259]. Ce revêtement
déposé par plasma pourrait favoriser l’adhésion des cellules de la réparation vasculaire et aider à
la guérison autour des EC.
II-6- Objectifs
Mon projet de maîtrise s’articule autour de deux objectifs distincts et bien précis. Mon premier
objectif est d’analyser des EC explantées lors d’autopsies ou de conversions chirurgicales,
pour acquérir une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans les cas d’échec
ou de réussite. En particulier, 1) évaluer la dégradation in vivo des différentes EC ; 2)
caractériser les tissus autour des implants et 3) déterminer le rôle de la dégradation et du manque
de guérison biologique dans les cas d’échec, notamment en comparant des cas d’échec et de
réussite.
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Notre deuxième objectif est d’évaluer le potentiel du revêtement PPE:N déposé par plasma
et du médiateur récemment identifié, la CS, pour favoriser une réaction fibroproliférative
et ainsi améliorer l’incorporation de l’EC à la paroi aortique. Ceci sera testé par
expérimentation in vitro avec des cellules impliquées dans la guérison vasculaire (CMLV et
fibroblastes) sur des films en PTFE et PET. Les objectifs spécifiques sont les suivants. 1) évaluer
les effets du PPEN, sur l’adhésion, la migration, la croissance cellulaire, la résistance à
l’apoptose et la différenciation cellulaire; 2) évaluer les effets de la CS sur l’adhésion, la
migration, la croissance cellulaire, la résistance à l’apoptose et la différenciation cellulaire ; 3)
déterminer s’il existe une synergie entre le PPE :N et le CS.
CHAPITRE III
- PROCÉDURES EXPÉRIMENTALES
III-1- Analyse d’EC explantées
III -1-1- Données cliniques
Ce projet a été approuvé par le comité d’éthique du Centre hospitalier de l’Université de
Montréal (CHUM). Les deux formulaires de consentement utilisés (conversion chirurgicale ou
autopsie) sont en annexe de ce document. Les douze EC explantées ont été récupérées par
autopsie (3) ou par conversion chirurgicale tardive (9). Lors de l’autopsie, l’anévrisme complet a
été retiré, des artères sous rénales à la moitié des artères fémorales, et fixé dans la fornialine.
Pour les cas de conversion chirurgicale, un maximum de tissus entourant l’endoprothèse a été
récupéré par le chirurgien vasculaire pour permettre l’analyse de l’interface entre l’implant et les
tissus. Toutes les autres données cliniques (durée de l’implantation, raison de la chirurgie,
complication ) sont précisées dans l’article I.
III -1-2- Test non- destructifs
III-1-2-1- Analyse macroscopique
Les spécimens ont, en premier lieu, été soumis à des tests non destructifs, dont une analyse
macroscopique. La morphologie, la quantité et l’attachement des tissus à l’EC ont été examinés
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et notés. L’intégrité de la structure métallique, du recouvrement polyrnériquc et des sutures ont
aussi été observées à l’oeil nu et sous stéréorniscroscopie afin de déceler les altérations que la
structure pourrait avoir subies in vivo.
III-1-2-2- Techniques d’imagerie
Plusieurs techniques d’imagerie ont été utilisées. Premièrement, les CT-scan, les rayon-X et les
images d’angiographie de l’anévrisme des patients, avant et après le traitement, ont été analysés
pour détecter des anomalies et faire des corrélations avec les images ex-vivo et l’histopathologie.
Des rayon-X ex-vivo, utilisant les même paramètres que pour une radiographie abdominale (50
kVp, 400 rnPA et 2.6ms), ont été pratiqués sur la plupart des spécimens pour vérifier l’intégrité
de la structure métallique qui ,souvent, était à l’intérieur de l’EC ou cachée par du tissu ou
l’anévrisme. Sur un spécimen d’autopsie, des images de résonance magnétique (Sonata 1.5
Tesla, Siemens, Erlinger, Allemagne) et d’échographie (Vivid 5, Général Électrique) ont été
récoltées pour analyser l’homogénéité du thrombus dans le sac anévrismal (Fig. 12).
Figure 12: Hétérogénéité du thrombus
A. Image en résonance magnétique (ex vivo), la flèche indique une zone ou il y avait une fuite 3 jotirs après
l’implantation. B. Image échographique qui montre une zone du thrombus qui n’est pas homogène.
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III-1-3- Tests destructifs
III-1-3-]- Histologie
Pour effectuer des coupes histologiques, nous avions un défi à relever. Nous voulions préserver
l’interface entre les tissus mous et la partie métallique de l’implant (« stent ») sans abîmer
l’interface entre les deux. L’histologie conventionnelle ne nous permettait pas cette approche.
Nous avons donc utilisé le système Exakt.
Histologie avec le système Exakt
Le système Exakt (Exakt Gmbh, Norderstedt, Allemangue) (f ig. 13) est un microtome qui
permet de couper les spécimens (contenant un partie dure, métallique ou os non déminéralisé) en
conservant l’interface entre les tissus et l’implant. Les spécimens sont tout d’abord coupés en
sections macroscopiques de I à 2 cm. Après que ces sections macroscopiques aient été
examinées et photographiées, elles servent à préparer des coupes histologiques qui contiennent
l’interface tissu/implant qui nous intéresse. Les tissus ont été déshydratés avec des
concentrations croissantes d’éthanol, soit 70%, 80%, 95% et 100%. Ensuite, les tissus ont été
incorporés à une résine d’acrylique, le Technovit 7200, selon la cédule suivante:
1) 30% Technovit 7200 / 70% éthanol pendant 2 jours
2) 70% Technovit 7200 / 30% éthanol pendant 2 jours
3)100% Technovit 7200 usagé pendant 2 jours
4) 100% Technovit 7200 neuf pour un minimum de 4 jours
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Par la suite, le Technovit 7200 polymérise à la lumière pendant 12 heures. Certains spécimens
contenaient du thrombus en quantité importante. Étant donné que la polymérisation du
Technovit 7200 se fait à la lumière, certaines parties de ces tissus ne parvenaient pas à
polymériser totalement à cause de l’opacité du thrombus. Dans ces cas, nous avons utilisé
comme résine le poly-methyl-méthacrylate (PMMA) qui polymérise à 3 7°C. Les étapes
suivantes ont été effectuées pour l’incorporation dans le PMMA
1) Xylène pendant 4 jours (changement du Xylène après 2 jours)
2) PMMA + Dibutyl-phthalate 4 1 (v/v) pendant 2 jours
3) PMMA + Dibutyl-phthalate 4 :1 (v/v) + 1% (w/v) Benzoyl peroxyde pendant 2 jours
4) PMMA + Dibutyl-phthalate 4 :1 (v/v) + 3% (w/v) Benzoyle peroxyde pendant 3 jours
5) PMMA + Dibutyl-phthalate 4 :1 (v/v) + 3% (w/v) Benzoyle peroxyde pendant la
polymérisation, environ 10 jours
A
C
figure 13: Système Exakt
A. Scie à diamant B. Système de sablage C. Appareil à polymérisation du Technovit 7200
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Une fois les tissus polymérisés dans l’une ou l’autre des résines, ils sont coupés et polis par une
succession de papier à sabler pour arriver à des coupes d’une épaisseur de 30 tm. Les coupes
sont par la suite colorées à l’hématoxyline et l’éosine (H&E) et observées au microscope
optique.
Histologie conventionnelle et immunohistochimie
Dans certaines sections macroscopiques, l’implant a été retiré pour préparer des coupes
histologiques conventionnelles, incorporées dans la paraffine, d’une épaisseur de 3 tm pour
permettre une meilleure caractérisation des tissus. Toutes les lames histologiques, ainsi obtenues,
ont été colorées à l’hématoxyline et éosine. D’autres colorations, plus spécifiques ont aussi été
utilisées. La coloration du Trichrome de Masson et celle de Von Kossa ont été utilisées pour
détecter respectivement le collagène et les dépôts de calcium. La coloration de Gram et le
«periodic acid schiff (PAS)» ont été utilisés pour identifier des microorganismes dans un cas
suspecté d’infection. Finalement, une coloration immunohistochimique de l’a.-actine a été
effectuée pour détecter la présence de CMLV ou de myofibroblastes caractérisés par les
filaments d’actine.
III-1 -3-2- Analyse de sitijace
Certaines parties des EC explantées (fils métalliques et recouvrement polyrnérique) ont été
nettoyées pour pouvoir analyser leur surface et son intégrité. Ces échantillons ont d’abord dû
être nettoyés pour enlever les tissus, de la manière suivante
I) Enlever manuellement le plus de tissus possible.
2) Rincer à l’eau distillée et déionisée.
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3) Dans un bain à ultrason, laisser 4 heures dans une solution enzymatique ZYMIT® 2%.
(Changer la solution au bout de 2 hrs s’il y a beaucoup de tissus)
4) Vérifier que les échantillons sont exempts dc tissus, sinon laisser 1 heure supplémentaire dans
une nouvelle solution de ZYMIT ® 2% pour enlever le tissu qui reste.
4) Dans un bain à ultrason, laisser 5 minutes dans de l’acétone.
5) Dans un bain à ultrason, laisser 5 minutes dans du méthanol.
6) Garder les échantillons dans un contenant propre, à l’abri de la poussière.
Lorsque les échantillons sont propres, nous pouvons procéder aux analyses de surfaces soit par
Microscopie Électronique à Balayage (MEB) ou par Spectroscopie Auger (AES «Auger
Electron Spectroscopy ») La MEB a été utilisée pour voir la structure microscopique et/ou les
altérations à ce niveau. L’AES a été employée pour caractériser l’épaisseur et la composition de
la couche d’oxyde sur les fils métalliques.
Microscopie électronique à Balayage (MEB)
Les images ont été réalisées avec un MEB de type Hitachi S-3500. Tous les échantillons ont été
recouverts d’or-palladium avant d’être observés. Les fils métalliques des EC explantées et des
fils contrôles non implantés ont été observés en mode backscattering à 15 kV de voltage
d’accélération. Des parties du recouvrement polymérique ont aussi été examinées au MEB.
Spectroscopie Auger (AES « Auger electron spectroscopie »)
La spectroscopie Auger (AES) est couramment utilisée pour analyser la composition chimique
des surfaces métalliques. Cette technique permet de caractériser de manière précise les premières
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couches atomiques de la surface entre 1 et 5 nm de profondeur. Le principe est que la substance,
préalablement excitée par un électron incident de forte énergie, se fait arracher un électron d’un
de ses niveaux d’énergie. Un autre électron, issu d’un niveau moins énergétique vient le
remplacer. Ce second changement de couche électronique oblige l’atome, pour rééquilibrer son
bilan énergétique à émettre un électron secondaire qui formera le rayonnement Auger (CF. Fig.
14).
De plus, lorsque l’AES est associée à un système de décapage de la surface à l’argon, nous
pouvons obtenir des profils des différents constituants du matériau étudié, en fonction de la
profondeur à laquelle on est rendue. Dans le cas des métaux, cette technique d’analyse de
surface permet de caractériser la couche d’oxyde formée à la surface. L’uniformité de cette
couche d’oxyde est importante pour que la surface conserve son intégrité et résiste à la
Figure 14: Mécanisme de fonctionnement de l’émission des électrons d’Auger
Sous l’effet d’un électron incident qui excite le matériau, le retour de l’équilibre sera effectué en émettant un électron
d’Auget caractéristique de l’élément chimique qui est présent à la surface.
(http://www.thcrmo.com/com/cdaJproducts/product application dctails/1 1063,11 250,00.html)
Initial State intermediate State Final State
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corrosion. Théoriquement, dans le cas du nitinol, la couche d’oxyde qui se forme naturellement
est un oxyde de Ti, qui protège bien l’alliage de la corrosion. La composition, l’homogénéité et
l’épaisseur de cette couche d’oxyde dépendent des processus industriels de passivation utilisés et
des traitements de mise en forme. Le Ni ne doit pas se retrouver en surface du NiTi, où il
pourrait être relargué, et nuire à la biocompatibilité. Nous avons donc vérifié la présence de Ni à
la surface et calculé le rapport de Ni et du Ti en surface.
Nos analyses ont été conduites avec un AES de type JAMP 30 (Joel, Japon) (Fig. 15). Tout
d’abord, le taux de décapage de l’appareil est obtenu en utilisant un standard de silicium, dont on
connaît l’épaisseur de la couche d’oxyde (500 À) (Fig. 16a). Ensuite, un spectre de survol a été
effectué pour déterminer les éléments chimiques qui sont présents à la surface des échantillons
dans le mode dérivatif avec une énergie de 10 keV (Fig. 16b). Le profil a été obtenu par un
bombardement à l’argon sur le même échantillon et au même endroit que le spectre a eu lieu. Un
minimum de 3 spectres/profils a été fait pour chaque EC explantée. L’épaisseur de la couche
d’oxyde a été déterminée en évaluant le temps de décapage nécessaire pour atteindre la mi
hauteur du pic d’oxygène (Fig. 16c).
dlr_
Figure 15: JAMP-30
Photographie du AIS couplé à un système de décapage à l’argon, utilisé pour effectuer nos analyses
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CALCULS
2) nombre de cycle pour
traverser la couche
d’oxyde de 500À
cycles
3) Nombre de secondes
requises pour décaper la
couche d’oxyde:
10X9,1 = 91 sec.
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CALCULS
I) Temps de décapage
20 sec/cycle
2) Taux de décapage
5,5 Â/sec
3) Nombre de cycles
32 cycles
4) Nombre de secondes
de décapage
32 X 20 640 sec
5) Épaisseur de la couche d’oxyde
640 sec. X 5,5ÂIsec =
0,35 um
Figure 16: Calculs de la couche d’oxyde de nos échantillons
A, Standard de SiO et méthode dc calcul utilisée pour calculer le taux de décapage (À/s) B, spectre de survol d’un fil
de nitinol d’une EC contrôle de type Talent. Il y a du Nickel à la surface de l’implant. C Profil du même échantillon et
méthode de calcul utilisée pour calculer l’épaisseur de la couche d’oxyde de l’échantillon.
20 60 60
NUMBER 0F CYCLES
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III-2- Vers une EC bioactive : modification de la surface des biomatériaux
Comme nous avons vu dans la revue de littérature, il existe plusieurs méthodes pour modifier ou
recouvrir la surface des biomatériaux. Nous avons choisi le PPE :N pour sa riche concentration
en azote qui favorise l’adhésion de plusieurs types cellulaires, tel que déjà démontré. Dans le
cadre de ce projet, nous avons déposé le PPEN comme revêtement sur des films de PET et
PTFE, l’avons caractérisé puis avons étudié son impact sur l’adhésion des cellules impliquées
dans la guérison vasculaire (CLMV et fibroblastes), ainsi que sur les autres événements
cellulaires jouant un rôle sur l’incorporation des EC (croissance cellulaire, résistance â
l’apoptose, migration le long de la surface, différentiation en myofibroblastes). Les spécimens
devant être stérilisés pour la culture cellulaire, une brève section explique le choix des méthodes
utilisées.
III-2-1- Méthode de déposition du PPE : N
Le PPE :N a été déposé sur le PET et le PTfE en utilisant un système de déposition par plasma
atmosphérique (Fig. 17). C’est l’équipe du Dr. Miche! R. Wcrtheimer qui a procédé à la
déposition du PPE :N sur nos surfaces, tout au long de nos tests. La méthode de déposition est
décrite en détail dans l’article [257]. En bref, les surfaces â modifier sont placées sur une
plateforme amovible en verre de 2 mm d’épaisseur qui sert principalement de barrière
diélectrique. Le gaz précurseur, un mélange d’éthylène (C2H4) et d’azote (N2) dans un ratio de
1 :1000, est introduit dans la zone de décharge entre l’électrode de haut voltage et la plateforme.
Durant ta décharge, l’échantillon est bougé dans un mouvement de va et vient pour créer un film
de 75 nrn d’épaisseur.
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III-2-2 Caractérisation du PPE :N
Mélange de gaz
Ttzote
III-2-2-]- Spectroscopie photoélectronique à rayons X (XFS « X-ray photoelectron spectroscopy »)
La composition chimique du revêtement de PPE :N a été déterminée par XPS, par l’équipe du
Dr. Wertheimer. Les analyses ont été effectuées avec un système XPS VG ESCALAB 3 MkII
avec une radiation monochromatique de Mg-KL. Les spectres ont été enregistrés normalement à
la surface des échantillons, pour avoir un spectre de haute résolution, l’énergie de liaison est
référée au pic Cia à 285.0 eV, pour ajuster en cas de possible effet de charge. La composition du
PPE:N sur le PET et le PTFE a été comparée avec le PPE :N déposé sur le verre et le
polypropylène, étudié antérieurement [257].
/
UV/b
I Li
Figure 17: Système de déposition par plasma atmosphérique
Un mélange de gaz d’éthylène et azote est mis dans la chambre ou se trouve la surface â modifier. Une décharge
électrique produit le plasma. Les espèces réactives modifient la surface et il y a déposition du PPE N à la surface.
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Le but des analyses par XPS était de trouver le pourcentage d’azote et, plus particulièrement, de
groupements amines dans le PPE :N déposé. Étant donné que l’hydrogène n’est pas détectage
par XPS, nous avons utilisé la formule suivante pour trouver la concentration d’azote.
[N] concentration dazote
N X j()flC \=tzot
\! o
. o: (Yoxvgcnc
C= carbone
La concentration d’amine primaire [NH], les espèces responsables de l’adhésion cellulaire
[256], a été déterminée après dérivatisation chimique en utilisant la méthode décrite par favia et
al. [260].
III-2-2-2- Angle de contact
La mesure des angles de contact est une méthode fiable pour caractériser l’interaction entre un
liquide et une surface solide. Cette méthode qui a été éprouvée et établie il y a fort longtemps, a
été largement approuvée par la science de la surface pour des applications extrêmement variées.
L’interaction entre un liquide et une surface solide est commandée par la nature chimique de la
surface, soit les premières couches atomiques. La goutte de liquide formant un angle peut être
considérée comme étant en équilibre entre les trois forces impliquées. À savoir, les tensions
inteifaciales entre le solide et le liquide, celle entre le solide et la vapeur et celle entre le liquide
et la vapeur. L’angle avec la phase liquide est connu sous le nom d’angle de contact ou d’angle
de mouillage. C’est l’angle entre la tangente à la surface du liquide et la tangente à la surface du
solide, â un point quelconque de leur ligne de contact (Fig. 1$). L’utilisation de plusieurs
liquides possédant des propriétés différentes (Tableau II), nous permet d’estimer l’énergie de la
surface du matériau. Nous avons utilisé 4 liquides différents dont les différentes propriétés sont
dans le tableau III-1. Nous avons utilisé la méthode de Kaelble t26l1 pour déterminer l’énergie
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libre de la surface () ainsi que sa composante polaire (yP) et dispersive (yd) à l’aide de
l’équation suivante : y, y + y. L’énergie de la surface est exprimée en dynes par cm2
(dynes/crn2).
/
(3\
Surface hydrophile
Figure 18: Représentation de l’angle de contact d’une goutte d’eau déposée sur une surface
La mesure de l’angle de contact entre ]a surface et la goutte permet d’estimer l’énergie de la surface, lorsque différents
liquides sont utilisés.
Nous avons utilisé un goniomètre de type VCA optima 2500 (Visual Contact Angle (VCA)
Optima, AST Product, Billerica, MA). La goutte déposée sur les surfaces avait un volume de 2
tl et la photo servant à calculer l’angle de contact a été prise 10 secondes après que le liquide ait
été en contact avec la surface. Six mesures ont été prises pour chaque surface et chaque liquide.
Tableau II: Propriétés de différents liquides utilisés pour les mesures d’angle de contact
Liquide li (dnv1cm) (dnc,ftm2
y1P (dyncslcrn2)
Eau 72.8 21.8 51.0
Formamide 58.3 32.3 26.0
Éthylène 48.3 29.3 19.0glycol
Tricrésyl 40.9 39.2 1.7phosphate
Stérilisation
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Pour effectuer des essais cellulaires sur le PET et le PTFE modifié ou vierge, il fallait que les
matériaux soient stériles. Nous avons caractérisé les modifications éventuelles à la surface par la
mesure de l’angle de contact. Nous avons stérilisé nos matériaux vierges (PET et PTFE) par
deux méthodes, soit la stérilisation par rayons ultraviolets (UV) et par oxyde d’éthylène (0E).
Nous avons ensuite évalué laquelle des deux méthodes modifiait le moins les surfaces (Fig. 19).
40-
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figure 19: Effets de la stérilisation sur le PET vierge
A. angle de contact de l’eau sur le PET. Il n’y a aucune différence significative. B. angle de contact du formamide sur
le PET. La stérilisation par UV diminue la valeur de l’angle de contact de manière significative C. La stérilisation par
UV augmente la composante dispersive de l’énergie de la surface
A
---Eau--- B ---Formamide--
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Pour le PET, la stérilisation par UV modifie l’angle de contact avec le formamide et augmente la
composante dispersive de la surface. La méthode de stérilisation choisie est celle par oxyde
d’éthylène. Pour le PTFE, la stérilisation par oxyde d’éthylène modifie les valeurs de l’angle de
contact de l’eau et diminue la composante polaire de la surface. Donc la stérilisation par rayons
UV a été choisie.
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iII- 3- Stimulation des mécanismes cellulaires de la formation néointimale in vitro
Chaque protocole utilisé pour la culture cellulaire a dû être adapté pour que les tests puissent
s’effectuer sur nos membranes. Les cellules devaient en effet croître sur nos biomatériaux, ce qui
a nécessité quelques changements aux méthodes traditionnellement utilisées. Plusieurs mises au
point des protocoles ont été nécessaires pour arriver aux méthodes finales. Les biomatériaux
utilisés sont des films de PET (DuPont Teijin Films, Hopeweli, VA) et de PTFE (GoodFellow,
Devon, PA, épaisseur: 25Ojim). Pour chaque expérience, les membranes ont été coupées pour
être mises dans les plaques de culture de polystyrène (PCP) de 6 ou 24 puits. Des puits vide des
PCP ont servi de contrôle pour tous les tests. Deux types cellulaires ont été choisis pour faire
ces tests, soient les CMLV A7R5 qui sont clonées de CMLV immortalisées provenant de l’aorte
thoracique d’embryon de rat et des fibroblastes humains de tissus de poumons embryonnaires.
les fibroblastes W138. Les fibroblastes W138 ont été utilisés entre 4 et 15 passages pour assuré
leur stabilité. Tous les protocoles utilisés peuvent être consultés dans l’annexe de ce document.
Les détails de chaque test sont présentés dans l’article II.
III-3-1- Essai d’adhésion
Ce test consiste à calculer la densité cellulaire sur les différentes surfaces et les comparer entre
elles, en présence ou non de CS. Pour ces tests d’adhésion, nous avons utilisé des PCP de 24
puits. Les biornatériaux stérilisés ont été découpés sur une planche de verre, à l’aide d’un
scalpel, d’une lame de verre et de pinces fines, tous préalablement stérilisés. Pour permettre de
reproduire les tests d’adhésion d’une fois à l’autre, nous avons utilisé des cylindres de clonage
(CC, «cloning cylinders ») de 10 mm de diamètre, qui nous ont permis de contrôler l’aire où les
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cellules pouvaient adhérer et de maintenir les membranes dans le fond des puits. De celle
manière, nous avons pu standardiser ce test et comparer les différentes surfaces en mettant un
nombre de cellules constant. soit 50 000 cellules dans chaque CC. Après avoir laissé les cellules
adhérer de 1 à 4 heures, celles-ci ont été colorées au cristal violet (0,75%) dans de l’acide
acétique3o%. Trois photographies par puit ont été prises à un grossissement de IOX. Par la suite,
le décompte des photographies en fonction de l’aire du CC a permis de calculer la densité
cellulaire.
Sur le PTfE vierge, seuls des tests d’adhésion ont été effectués, puisque pratiquement aucune
cellule n’adhère à la surface étant donnée sa grande hydrophobicité. Il ne valait donc pas la peine
d’essayer de faire croître des cellules sur cette surface, puisqu’elles n’y adhérent pas.
III-3-2- Test de migration
La migration cellulaire sur chaque surface a été évaluée à l’aide d’un test de cicatrisation [235]
que nous avons dû adapter pour nos surfaces. Nous devions trouver quelque chose qui éviterait
d’avoir des cellules dans l’endroit de migration au centre des surfaces, mais qui pourrait, le
moment voulu, être retiré pour permettre la migration cellulaire. Nous avons utilisé des aiguilles
stériles coupées à une longueur de lSmrn, soit la largeur d’un puit d’une PCP de 24 puits (Fig.
20). Plusieurs grosseurs d’aiguilles ont été testées. Finalement, nous avons choisi des aiguilles
23G qui convenaient à l’espace de migration que nous voulions laisser aux cellules.
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Figure 20: Schéma de la méthode utilisée pour effectuer les tests de migration
Pour les essais de migration, les cellules ont été déposées de chaque coté de l’aiguille et elles ont
proliféré jusqu’à 80% de confluence. Ensuite, nous avons retiré l’aiguille et laissé les cellules
migrer pendant 12 heures. Le test a été effectué sur toutes les membranes (PET +/- PPE :N,
PTFE+PPEN) et sur les puits vides de la PCP, comme contrôle en milieu normal avec ou sans
l’addition de CS, en solution, à des concentrations de 125, 250 ou 5O0ig/rnl. Quatre puits par
plaque ont été colorés au temps zéro pour établir l’espace de migration. Après 12 hrs, les cellules
sur les membranes ont été fixées au cristal violet et l’espace de migration a été photographié
avec un microscope optique. Ensuite, à l’aide d’un logiciel (PowerPoint. Fireworks,
Photoshop,...), deux lignes parallèles sont ajoutées délimitant l’espace de migration au temps
zéro. Ces lignes sont ensuite transposées aux autres photographies pour délimiter l’espace de
migration, et les cellules dans cet espace sont comptées. Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au nombre de cellules qui ont migré dans le milieu normal.
III-3-3- Essai d’apoptose
Pour déterminer la résistance à l’apoptose des cellules adhérées sur les différentes surfaces, les
cellules ont été soumises à un milieu sans sérum (SS), connu pour induire l’apoptose. Le
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pourcentage de cellules apoptotiques a alors été établi par microscopie à fluorescence (?
360.425 nm) sur des cellules non-fixées, non-imperméabilisées, colorées avec du Hoechst 33342
(2 .-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl- 1 -piperazinyl)-2 . 5’-bi- 1 Hbenzimidazole) (HO) et d’iodure de
propidium (PI) comme décrit dans des travaux précédents [233] (technique appelée après HOPI).
Cette technique permet de différencier les cellules en apoptose et/ou en nécrose des cellules
saines. Brièvement, elle consiste à ajouter du HO qui colore le noyau de toutes les cellules en
bleu. Ensuite, pour prévenir la prise future de HO, les cellules sont lavées avec du PBS iX. Le
PI, qui colore le noyau des cellules en rouge, est ajouté dans une concentration finale de 5 ig/rnl,
juste avant l’analyse sous microscopie à fluorescence. Le PI ne colore les cellules que si
l’intégrité de la membrane est compromise. Les cellules viables ont une morphologie nucléaire
et cytoplasmique normales et se colorent en bleu. Les cellules en début d’apoptose sont
caractérisées par un rétrécissement de la cellule, une condensation du noyau et une préservation
de l’intégrité de la membrane cytoplasmique. La condensation de la chromatine est associée à
une augmentation de la fluorescence du HO en un bleu très brillant, considérant que l’intégrité
de la membrane empêche la coloration par le Pi. Les cellules en apoptose tardive (aussi appelée
nécrose secondaire) sont caractérisées par les changements nucléaires d’une cellule apoptotique,
en plus de perdre leur intégrité membranaire qui permet au PI de rentrer dans la cellule. Donc,
ces cellules ont une forme de petite sphère rouge, qui correspond à la fragmentation de la cellule
caractéristique à l’apoptose. Les cellules en nécrose primaire sont différenciables à leur taille qui
est augmentée, à l’absence de condensation de la chromatine et à la rupture de l’intégrité de la
membrane qui se caractérise par de grosses cellules rouges, avec cette technique.
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Pour les tests d’apoptose, les cellules adhèrent à la surface dans une goutte de 100 pi pendant 4
heures. Ensuite, 300 pi de milieu normal est rajouté et les cellules croissent sur les membranes
jusqu’à confluence dans des PCP de 24 puits. Ensuite, elles sont soumises à une privation de
nutriments pendant $ hrs avec du milieu SS. De la CS, en solution, a été ajoutée à des
concentrations de 125, 250 et 5001g/ml pour évaluer son potentiel anti-apoptotique avec nos
membranes.
III-3-4- Test de croissance celLulaire
Nous avons opté pour un test de croissance cellulaire, simple à réaliser étant donné le temps que
nous avions. La croissance cellulaire a été établie en comptant la densité de cellules viables par
surface après différents temps de culture, par la microscopie à fluorescence en utilisant la
coloration par HOPI, comme décrite précédemment. En résumé, 5000 cellules ont été déposées
sur le PET vierge et 10 000 cellules sur le PET+PPE :N, le PTFE+PPE :N et les puits vides de la
PCP dans 200 pi de milieu normal dans des CC. Les CC ont été enlevés seulement avant la
coloration des cellules puisque, comme nous avons démontré, les cellules ne sont pas affectées
par les CC en milieu normal. En utilisant les CC, nous pouvons avoir une aire (mm2) équivalente
dans chaque puit et ainsi pouvoir effectuer des comparaisons entre les différents matériaux et les
différents temps. Après 4 hrs d’adhésion, nous avons effectué un lavage au phosphate buffer
saline (PBS) iX et changé le milieu dans chaque CC et considéré ce moment comme le temps
zéro de cet essai. Les cellules ont proliféré pendant 0. 24, 48, 72, 96 et 168 hrs. Le nombre de
cellules a été déterminé et exprimé en fonction du nombre initial de cellules au temps zéro qui
ont adhéré. La CS n’a pas été utilisée dans ce test, puisqu’il a été démontré par le laboratoire du
Dre Hébert, que la CS n’a aucun effet sur la prolifération cellulaire.
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IiI-3-5- Test de différenciation des fibroblastes
Étant donné le rôle central dti myofibroblaste dans la guérison vasculaire, nous avons regardé
l’effet du PPE:N, avec ou sans l’ajout de CS, sur la différenciation cellulaire. La différenciation
des fibroblastes en rnyofibroblastes a été caractérisée par l’expression de l’Œ-SMA et déterminée
par immunoblotting.
Les fibroblastes ont été mis sur les membranes dans une PCP de 6 puits jusqu’à confluence.
Ensuite, les différentes conditions, milieu normal +/- CS l25ig/ml, ont été ajoutées pour 7 jours.
Les cellules sur les membranes sont, par la suite, récupérées par trypsinisation. Les protéines ont
été extraites à l’aide d’un tampon d’extraction (Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA)
+ inhibiteurs) et par sonification qui brise les membranes cellulaires. Le dosage des protéines a
été fait avec la trousse BCA Protein Assay Kit (BCA : bicinchoninic acid) de la compagnie
Cole-Parmer. Des standards avec des concentrations croissantes d’albumine (2-lOO.ig!lOOpi) ont
été utilisés pour calibrer le spectromètre et les lectures ont été prises dans la lumière visible
(562nm).
Ensuite, les échantillons de protéines sont déposés dans les puits du gel de migration (gel de
séparation et gel de concentration) qui a été coulé dans le montage Mini PROTEAN 3 de la
compagnie Bio-rad. Le montage est branché sur le générateur (4OrnA par gel) et les gels migrent
à température ambiante. Pour le transfert sur une membrane de nitrocellulose, nous avons utilisé
le système de transfert semi-diy de Biorad. Ensuite, les membranes ont été colorées au rouge de
Ponso pour visualiser les bandes sur les membranes. Après, les membranes ont été bloquées avec
du lait 5%, avant d’être incubées toute la nuit avec l’anticorps de 1’ a-SMA (dilution 1 :5000).
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Le lendemain, les membranes ont été lavées au TTBS 0,05% et ensuite incubées avec l’anticorps
secondaire (dilution de 1 :2000). Pour être révélées, des films sensibles à la lumière (rayon X)
sont exposés aux membranes et développés. La dernière étape consistait à « stripper» les
membranes pour permettre d’enlever les anticorps sur les membranes. Ainsi, nous avons pu les
exposer à un autre anticorps primaire, soit la tubuline, comme contrôle de chargement de
protéines de chaque puits.
CHAPITRE IV - RÉSUITATS EXPÉRIMENTAUX
IV-1- Organisation des résultats
Ce travail de maîtrise a été effectué autour de deux thèmes majeurs. Les résultats de mon projet
de maftrise sont divisés en deux articles chacun, correspondant à l’un des objectifs de mon
projet. Dans le 1er article, nous reportons les résultats de l’analyse des EC explantées. Comme
nous l’avons démontré, les nombreuses complications rencontrées dans l’utilisation des EC
limitent Leur utilisation en milieu clinique, malgré le caractère minimalement invasif de ce
traitement. La première partie de ce travail consistait en l’analyse d’EC explantées pour acquérir
une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans les cas d’échec (conversion
chirurgicale) ou de réussite (autopsie). L’analyse de EC explantées provenant de cas cliniques
est une source d’informations unique sur l’adaptabilité in vivo de ces endoprothèses. Ces
résultats ont été rassemblés dans l’article I, publié en août 2006 dans le Journal of Endovascular
Therapy (JEVT).
La deuxième partie de ce projet découle directement de la première. En effet, l’analyse d’EC
explantées chez l’humain nous a permis de démontrer un déficit de guérison autour des EC,
caractérisé par une absence de CMLV, de myofibroblastes et de formation de collagène. Le
développement d’une EC bioactive qui favorise la guérison tissulaire par l’incorporation de
l’implant dans la paroi, permettrait de diminuer les complications et ainsi, d’augmenter leur
utilisation clinique. Dans le second article, nous présentons l’effet des stratégies choisies pour
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favoriser la guérison vasculaire à la surface des greffons, soit le film de PPE:N déposé par
plasma et l’utilisation de la CS comme médiateur. Leurs effets sur l’adhésion, la migration, la
croissance et la résistance à l’apoptose des CMLV ainsi que sur différenciation des fibroblastes
en myofibroblastes ont été évalués par des essais in vitro sur des films de PET et de PTFE. Ces
résultats seront publiés en février 2007 dans le journal Biomaterials et constituent l’article II.
Chaque article est précédé d’un avant-propos qui explique les rôles de chacun des auteurs dans
les travaux présentés.
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IV-2- Dégradation de l’implant et guérison inadéquate après une réparation
endovasculaîre des anévrismes de l’aorte abdominale: analyse
d’endoprothèses couvertes explantées
Article I
Implant Degradation and Poor Healing After Eizdovasctdar Repair ofAbdominal A ortic
A neurysins: An A nah’sis offxplcmted Stem-Grafts
Publié (août 2006) dans: Journal ofEndovascular Therapy (JEVT)
(Journal of Endovascular Therapy 13 (4); 457-467, 2006)
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IV -2-l- Avant-propos: Contribution des auteurs (Article I)
Mon rôle dans cet article a été de préparer les échantillons pour les différents tests ou analyses
(coupe, analyse macroscopique, photographies stéréoluicroscopies ). J’ai effectué une grande
partie des analyses de spectroscopie d’Auger et des coupes histologiques. J’ai aussi été
impliquée dans l’écriture de l’article. Sophie Lerouge a procédé à l’analyse complète d’un cas
d’autopsie (Cas #l) et elle a débuté l’analyse de quelques uns des autres spécimens. En plus, elle
a participé activement à la rédaction du manuscrit et à sa structure en anglais. Les autres co
auteurs ont aussi effectué des corrections juste avant la soumission de l’article. Robert Guidoin a
récupéré 9 des 12 spécimens en plus de procéder à l’analyse des dossiers. Il a servi
d’intermédiaire entre notre équipe et les chirurgiens. Gilles Soulez est radiologue au CHUM et il
a collaboré, grâce son expertise, dans l’analyse clinique des dossiers, comme l’observation des
images des patients (CI-Scan, angiographie). Yvan Douville, Robert H. Geelkerken, Marc
Sapoval, Guy Dionne et Paul Pétrasek sont les chirurgiens vasculaires qui ont fourni les explants
et les informations cliniques s’y rapportant. Le système Exakt, qui nous a permis de couper nos
spécimens en conservant l’interface entre les tissus et l’implant est opéré par l’équipe du Dr.
Guy Cloutier. Finalement, Louis A. Gabouiy nous a aidés dans l’analyse histopathologique des
tissus.
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IV -2-2- Manuscrit de l’article I
Implant Degradation and Poor Healing After Endovascular Repair of Abdominal
Aortic Aneurysms: An Analysis of Explanted Stent-Grafts
Annie Major’, Robert Guidoin2, Ph.D., Gilles Soulez’, M.D., Louis A. Gaboury’, M.D., Guy
Cloutier’, Ph.D., Marc Sapoval3, MD., Yvan Douville2, M.D., Guy Dionne2, M.D., Robert H.
Geelkerkent, M.D., Paul Petrasek5, M.D., and Sophie Lerouge’, Ph.D.
Centre hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM), Montreal, Qc. Canada
2 Department of Surgeiy, Université Lavai, Quebec, Qc, Canada
‘ Service de Radiologie Cardiovasculaire, Hôpital Européen Georges Pompidou, Paris, France
‘ Department ofVascular Surgery, Medische Spectrum Twente, Enschede, The Netherlands
Division ofVascular Surgeiy, Peter Lougheed Centre, Calgary, AI, Canada
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Short title: Healing after AAA stent-graft repair
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Abstract
Purpose: To study explanted stent-grafts to achieve a better understanding ofthe mechanisms of
failure after endovascular treatrnent of abdominal aortic aneurysrns (AAA).
Methods: Twelve stent-grafts were harvested at autopsy (n3) or during surgical conversion
(n=9). Device alterations were investigated by macroscopic examination, radiography, and
surface analysis techniques. Healing around the implants was studied via histology and
immunohistochemistry, with particular attention to the stent-graft/tissue interface.
Resuits: Degradation was more important with Vanguard stent-grafts (off the market) than with
AneuRx and Talent stent-grafts, but rupture of nitinol wires and poor surface finish in Talent
stent-grafts raise concem about their corrosion resistance and long-term stability. Poor healing
tvas observed around stent-grafts even after several years of implantation. with absence of
vascular smooth muscle celis, fibroblasts, and collagen formation. In addition to the weIl-known
foreign body reaction around the graft, nurnerous polymorphonuclear cells characteristic of the
first step of healing were present in tissues around stent-grafi retrieved at surgical conversion.
Factors explaining the lack of tissue organization around stent-grafts are discussed.
Conclusion: The Iong-term stability of implants remains a concem and requires more
transparency from manufacturers regarding the surface properties of their devices. Lack of
neointima fomiation impairs biological fixation of the implant to the vessel wall, leading to
possible endoleaks and migration. New-generation stent-grafis promoting biological fixation
should be developed to improve clinical outcornes ofthis minimally invasive treatment.
Key words: stent-graft, abdominal aortic aneuiysm, explants, vascular healing, implant
degradation, endovascular aneurysm repair, nitinol, corrosion, healing, neointima
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INTRODUCTION
Endovascular aneuiysm repair (EVAR) has numerous advantages over open surgery, including
shorter patient recovery and hospitalization time, less blood loss, and, as recently dernonstrated,
lower rates of mortality/morbidity after 1 month.’3 However, efflcacy is stili jeopardized by
several complications, including stent-graft migration4’5 and persistence of blood flow into the
aneurysm (i.e., endoleak).6 These complications are associatcd with a higher risk of aneurysm
rupture and eau for secondary endovascular interventions, which are perforrned in 12% to 28%
of cases.9
The mechanisrns leading to these complications are complex and stifl poorly understood.
Mechanical factors related to inadequate design, poor fatigue resistance, or in vivo degradation
of the implant have been docurnented.’°” Some studies have reported poor biological
incorporation of stent-grafts into the parent vessel,’2”3 but to our knowledge, histopathological
analysis of stent-graft/tissue interface from explants lias been donc only on a first-generation
custom-made stent-graft.’2
Retrieval programs by manufacturers have lcd to the development of new-generation implants.’4
However, analysis of explanted stent-grafts by independent researchers is also essential to
identify the Achilles’ lied of comrnercially manufactured stent-grafts. These data give insights
into the in vivo adaptation of these endoprostheses to help define strategies for improving short
and long-term clinical outcomes of this treatment. We report here the analysis of explanted stent
grafts harvested at autopsy or surgical conversion, and we discuss the importance of each factor
as regards clinical success or failure following EVAR. Particular attention was given to the
stent-graft/tissue interface.
67
METHODS
L Patient Source
Twelve aortic stent-grafts explanted at autopsy (n=3) or during late surgical conversion to open
rcpair (n9) were included in this smdy, which was approved by the local institutional ethics
comrnittee. These stent-grafts had becn implanted in 11 men and 1 woman (mean age 73 years,
range 56—87) for the treatment of abdominal aortic aneurysms (AAA) betwcen 1997 and 2002,
with an average period of implantation of 28 months (1.5—50). The retrieved stent-grafts
included 2 AneuRx (Medtronic Vascular, Santa Rosa, CA, USA), 5 Talent (Medtronic
Vascular), and 5 Vanguard (Boston Scientific, Natick, MA, USA). AIl had nitinol structures
fixed to a polyester graft with polypropylene or polyester sutures, but their design differed (Fig.
21). In 2 autopsy cases (AneuRx), patient death was unrelated to EVAR; the third stent-graft
(Vanguard generation II) was obtained afier occlusion of the right limb. Three surgical
conversions (Tableau III) were perfonned after aneurysm rupture.
Specimens harvested after autopsy were retrieved en bloc, with the complete aneurysm
(aneurysm sac, stent-graft, and thrombus surrounding the stent-graft), including the proxirnal and
distal landing zone of the stent-graft in the abdominal aorta and the common iliac arteries. After
retrieval, the specimens were fixed in formalin and sent to our laboratoiy with available clinical
and in vivo imaging data.
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Figure 21: SG design
The 3 types of explanted stent-grafts and their macroscopic structure. (A) Vanguard stent-grafts were made of zigzag
nitinol struts attached by polypropylene sutures and covered by a woven polyester graft. A bare stent was present at
the proximal end of the implant to ensure better aortic fixation. The graft vas made from yams of microfilaments
(4lO m), rcgularly interlaced in ends and picks to produce a continuous sheath. (B) Talent stcnt-grafts wcre made
of a monofilament polyester fabric (Dacron LPS prepared with 40-iim-diameter filaments) fixed by polyester suture to
NiTi spring wires (=5OO jim). Nui vires were connected to each other by a longitudinal connecting bar, thus
increasing the kinking resistance of the implant. The NiTI structure vas located inside the graft at the proximal end
and outside the graft at the limb. A bare stent was present at the proximal neck. (C) Radiograph of an AneuRx stent
graft retrieved with a complete aneurysm. AneuRx cndografis had no bate stent. The polyester graft, similar to that of
Vanguard devices, was supported by a square-shaped nitinol exoskeleton (—3OOx3OO jim).
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2. Non-Destructive Testing
Specimens were submitted to non-destructive analysis, including gross evaluation ofthe arnount,
aspect, and fixation of tissues sunounding the implant. The rnorphology and integrity of the
metallic structure, as well as the graft and sutures, were observed under stereornicroscopy. Ex
vivo radiography was performed to examine the metallic structure of the implants and its
potential alteration.
Tableau III: Clinical Data
In Situ
Age, y/Sex Device Time, Source Cause of Death/Surgery
mo
1. 79/M AneuRx 1.5 Autopsy Paralytic ileus and severe melena
2. 75/M AneuRx 27 Autopsy Bronchopneumonia and sepsis
3. 74/M Talent 24 Conversion Stent-graft infection
4. 68/M Talent 50 Conversion Aneurysmal degeneration of the proximal neck
5. 75/M Talent 14 Conversion Type I distal endoleak, followed by AAA rupture
6. 77/M Talent 30 Conversion Type III endoleak, AAA enlargement
7. 56/F Talent 27 Conversion Type I endoleak, AAA rupture
Occlusion of the right limb, death occurred
8. 76/M Vanguard (II) 2.5 Autopsy
during conversion
9. 87/M Vanguard (I) 18 Conversion Type II endoleak, AAA rupture
10. 76/M Vanguard (I) 48 Conversion Type III endoleak, limb disconnection
11. 65/M Vanguard (I) 40 Conversion Pulsatile AAA, limb occlusion and displacement
12. 68/M Vanguard (II) 25 Conversion Limb occlusion, AAA enlargement and pulsation
AAA: abdominal aortic aneurysm.
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3. Destructive Testing
3.1. Histology
The Exakt cutting-grinding system (Exakt Gmbh, Norderstedt, Gennany) was used to prepare 1-
to 2-crn-thick macroscopic sections containing the implant. Once observed and photographed,
these sections were used to prepare histological siides, which included the tissue/implant
interface. Tissues were dehydrated, embedded in acrylic resin (Technovit 7200; Heraeus-Kulzer,
Arrnonk, NY, USA), cut, and polished into 30-im sections that were then stained with
hematoxylin and eosin. Finally, the implant was carefully rernoved from sorne transverse
sections to prepare conventionai 3-jm-thick paraffin-embedded siides. Masson trichrorne and
Von Kossa stains were used to detect collagen and calcium deposits. Gram and Periodic Acid
Schiff (PAS) stains were used when infection was suspected to identi’ microorganisms.
Immuno a-actin staining confirmed the presence of vascular srnooth muscles celis (VSMC) or
myofibroblasts.
3.2 Implant Surface Analysis
for surface analysis, parts of the devices were cleaned with a solution of 2% ZYMIT enzyme
cleaner (Viasys Healthcare, Conshohocken, PA, USA) for 4 hours in an ultrasonic bath to
remove ail biological tissues. Samples were then irnrnersed for 5 minutes in acetone and for 5
minutes in methanol before being dried. The composition and thickness of the oxide layer of the
nitinoi struts were evaluated by Auger electron spectroscopy (AES) using a JAMP-30
spectrograph (JEOL, Peabody, MA, USA) to record survey spectra and depth profile,
respectively, at 3 locations on each sample. Nickel (Ni) content at the surface was expressed as
the superficial ratio of Ni to titanium (Ti). The thickness of the oxide layer was estimated by
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measuring sputtering time when oxygen reached haif its maximum value. The thickness in terms
of sputtering time was converted to depth units in nanometers using the sputtering rate calibrated
for 5i02.’5 Specimens were gold-palladiurn—coated and observed by scaiming electron
microscopy (SEM) in backscatter mode at a 15-kV accelerating voltage (S-3500, Hitachi Canada
Ltd., Mississauga, On, Canada) for detection of microscopic surface alteration. One non
implanted control sample of each stent-graft was also examined for comparison.
RESULTS
Ah explanted stent-grafts showed device alterations on macroscopic analysis (Tableau IV).
These alterations varied from fabric tearing (Fig. 22) to broken metallic stmts (Fig. 23). Rupture
of numerous ligatures between zigzag nitinol stmts was generally observed on the Vanguard
prostheses. Rupture of several zigzag stnits was noted on 2 devices. Disconnection of the
modular lirnb from the main body of the stent-graft was apparent in 2 cases of surgical
conversion. In 4 of 5 explanted Vanguard specimens, implant degradation was directly or
indirectly responsible for complications leading to surgical conversion.
Talent devices were generally less damaged than Vanguard explants despite similar mean
duration of implantation (27 and 29 months, respectively). However, in vivo implant degradation
resulting in complications and surgical conversion occuned in 2 patients. AAA enlargement
secondaiy to a hole in the fabric causing a type III endoleak was evident in the first patient (case
6, Fig. 22C). In the other (case 7), fatigue fracture of a spring wire at the proxirnal end (bare
stent) elicited a type I leak cornplicated by AAA rupture 2 years aftcr implantation (Fig. 23B,C).
In another Talent device (case 3), retrieved because of infection, several broken sutures and
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rupture of the nitinol longitudinal connecting bar were noted. Damage on AneuRx devices was
limited to a few broken knops between metallic rings ofthe exoskeleton.
Tableau IV: Stent-Graft Alterations
In Situ Involvement of Implant
Graft Broken Broken
Device Time, Degradation in Clinically
Perforation Struts Sutures
mo Observed Complications
1 AneuRx 1.5 0 No >3 —
2 AneuRx 27 0 No 2 —
3 Talent 24 3 1 >10 —
4 Talent 50 1 No 5 —
5 Talent 14 0 No No —
Type III endoleak due to hole in the
6 Talent 30 1 No 4
graft
Massive type I endoleak and ruptured AAA
7 Talent 27 1 1 3
related to fracture of a nitinol wire at apex
8 Vanguard 2.5 >10 >5 >10 —
9 Vanguard 18 8 No >10 —
ï Vanguard 48 5 No >10 Endoleak due to 1mb disconnection
H Vanguard 40 6 >5 >10 Limb disconnection
12 Vanguard 25 3 No S —
Graft alterations observed on explanted stent-grafts. (A) Broken struts protruded through the graft in a Vanguard
specimen. Holes in a Vanguard fabric (B) and in a Talent monofilament fabric (C), which led to type III endoleaks in
J
Figure 22: Fabric tearing
vivo (case 6).
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Sttrface Anatysis ofthe Metattic fraîite
Under SEM, the nitinol struts of control and explanted AneuRx, Talent, and Vanguard devices
presented nurnerous surface defects. Longitudinal grooves were observed on Talent stent-grafts,
both explanted and control (f ig. 23D). Corrosion was visible in sorne areas, in particular those
close to the ruptured surface of the large diameter NiTi struts on 2 Talent explants (f ig. 23C).
AneuRx samples generally presented a smoother surface, except at borders where a veiy
irregular surface was noticed.
Figure 23: Talent broken metallic struts
(A,B) Fractured nitinol stnit at the apex of a Talent device, which lcd to massive type I leak. (C) Surface close to
rupture showed corrosion (SEM). (D) A control (non-implanted) Talent stent-graft also showed numerous surface
irregularities (SEM).
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As revealed by AES analysis, nitinol stmt surfaces were cornposed of oxygen, titanium, nickel.
and some carbon due to contamination. Surface composition was non-unifonn, with sorne
regions exhibiting high Ni content at the surface, as expressed by the high Ni/Ti ratio (Table V
-
3). AneuRx and Vanguard surfaces exhibited lower NiJTi ratios cornpared to Talent explants,
where the Ni/Ti ratio rose to 1 in sorne areas. Significant Ni content was also observed on
control sample surfaces. The thickness of the oxide layer was -200 nrn for explanted Talent and
Vanguard stent-grafis and only 20 nm for explanted AneuRx samples (Tableau V).
Tableau V: Thickness and Nickel/Titanium (Ni/Ti) Superficial Ratio of
the Oxide Layer Covering Nitinol Struts of Each Expiant
and Control (determined by Auget electton specttoscopy)
Device Oxide Layer Thickness, pm Ni/Ti Superficial Ratio
1 AneuRx 0.02±0.01 0.3±0.3
2 AneuRx 0.02±0.01 0.1±0.1
3 Talent 0.11±0.01 0.4±0.2
4 Talent 0.24±0.01 0.4±0.3
5 Talent 0.22±0.01 0.4±0.1
6 Talent 0.21±0.01 0.3z0.2
7 Talent 0.22±0.01 0.5±0.2
8 Vanguard 0.23±0.01 0.4±0.1
9 Vanguard 0.16±0.02 0.1±0.1
10 Vanguard 0.17±0.01 0.1±0.1
11 Vanguard 0.17±0.02 0.1±0.1
12 Vanguard 0.17±0.01 0.2±0.2
Mean Values
AneuRx 0.02 0.2±0.2
Talent 0.20 0.4±0.2
Vanguard 0.18 0.2±0.1
Non-Implanted Devices*
Control AneuRx f 0.13 0. 1±0.1
Control Talent 0.37 0.8±0.7
Control Vanguard 0.12 0.3±0.1
*011e each; these data are given for comparison. but their significance is lirnited.
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Heating Aro,,nd SGs
Ail endografis harvested during surgicai conversion detached veiy easily from the native aortic
walI and surrounding thrombus. Oniy smaii amounts of tissue were adherent enough to be
removed with the stent-grafi and processed for Exakt histological sections. More tissue remained
attached on the metallic struts than on the Dacron grafts. In general, the luminal side ofthe grafis
was not covered completely by a thin, transiucent, and friable pseudoneointirnal layer ranging
fiom 30 to 500 im. Histoiogical analysis (f ig. 24) disclosed that ail tissue encapsulating die
stent-graft was unorganized thrornbus, composcd mainly of fibrin and phantoms of red blood
celis (RBC). Absent were VSMCs, fibroblasts. and coilagen, which are necessaiy for biological
incorporation of the textile arterial substitutes. Endothelializatioi was not seen on the
endolurninal side of any specimen. On the other hand, inflarnmatoiy ceils were quite numerous.
Dacron graft fibers were lined with many muÏtinucleated giant ceils and macrophages, indicative
of a foreign body reaction (Fig. 24B), as reported after implantation of polyester vascular grafts
and stent-grafis.1t6 In addition, polymorphonuclear ceils (PMN), monocytes, and macrophages
were disseminated throughout the thrornbus, their numbers increasing near the lumen (Fig. 24A).
Interestingly, PMNs were still numerous 4 years after implantation, a sign of persistent, acute
inflammation. No evidence of chronic inflammation was noted.
In I patient (case 3), an extensive inflammatoiy process related to graft infection by gram-
positive bacteria was observed. PAS and gram staining confirmed the presence of large clusters
of microorganisrns on histologicat examination, and biood culture before surgical conversion
was positive.
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figure 24: tissue encapsulating the SG in conversion case
Typical deficient healing observed around explanted stent-grafts (hematoxylin and eosin). (A) Immature neointima
with inflammatory ceils around a Talent stent-graft retrieved at 2.5 years. Myointimal ceils were absent. The
aneurysmal sac was flhled with amorphous thrombus. (B) Grafts were lined with foreign body giant ceils (white
arrows). (C) Graft info]ding due to oversizing vas commonly seen with Talent devices.
The aneurysm walls of specirnens harvested en bloc after autopsy presented features typical of
media! and adventitial degeneration. At both necks, the implant was apposed to an
atherosclerotic vesse! wall composed of calcification, cholesterol c!efts, and an acellular fibrous
capsule. No sign of an organized thrornbus was found around the implant, the thrornbus being
rnainly composed of fibrin, RBCs, and a few inflammatory ceils. Multitayering of dense fibrin
and RBC areas into Zahn lines or circular spaces was recorded, corresponding to the successive
layers ofthrornbus fonned with time.’7
Two of the 3 autopsy cases (cases 8 and 2), harvested at 2.5 and 27 rnonths, respectively,
presented deficient bealing sirnilar to the findings in failed implants retrieved at surgery. These
stent-grafts were encapsu!ated in unorganized thrombotic matcrial. At the proximal and distal
necks, poor apposition was noticed between the implant and the atherosclerotic wall, partly due
to graft infolding (Fig. 25A,B). Even when the graft vas well apposed to the vessel wall, a
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perigraft space of thrornbotic material persisted between them (Fig. 25C). More than 2 years
after implantation, no sign of stent-graft incorporation could be observed, even at the extremities
of the implant.
Figure 25: tissue encapsulating the SG in autopsy case
Stent-grafi design does not favor biological incorporation into the vesse! tva!l. (A) Macroscopic view of the abrupt
junction between the aortic wa!! and the proximal end of an AneuRx stent-graft. B. Graft infolding, which prevents
good apposition of the graft to the vesse! wal!, vas observed on many stent-grafts, especial!y the AneuRx and Talent
devices (hematoxylin and eosin). (C) Even when the graft was in close apposition to the atherosclerotic wa!l, a film of
thrombotic material persisted bettveen them (perigraft, white arrows; hematoxy!in and eosin). Mu!tinucleated giant
foreign body cel!s !ined the graft (inset).
The last necropsy specimen (case 1), harvested 6 weeks after implantation, showed a different
pattem. Macroscopically, a thicker internai capsule and better stent-graft fixation into the aortic
and iliac vessel walls was observed. Limited neointimal organization by myointimal cells,
restricted to the luminai side, was clearly seen at the distal neck (Fig. 26). The origin of these
ceils (ceil migration from the distal neck or circulating progenitor celis) is unknown. Endothelial
cclls were not evident on histology or SEM, but it should be acknowledged that they could have
been removed during dissection or while processing the samples.
7$
DISCUSSION
Device-Related Complications and Failures
Severe in vivo alterations have been observed on first-generation implants.’°”t Since then,
implants with better designs and mechanical and corrosion resistance have been developed, with
increased kink resistance and structural stability. However, device-related complications and
failures are stiil common. The extent of damage on Vanguard explants was relatively expected
since this first-generation implant has been removed from the rnarket because of lack of
structural stability (sec Fig. 21). The rupture of numerous ligatures between struts can lead to
decreased stent-graft kinking resistance, possible strut protmsion through the fabric, and,
eventually, limb occlusion as seen on several Vanguard specimens. Although it is flot possible to
assess its impact, the endovascular procedure itself may be implicated in alterations observed
Figure 26: Beginning of neointimal organisation
(A) Beginning ofneointimal organization close to the iliac distal neck in a 6-week-old implanted AneuRx device. (B)
Note that myointimal celis are restrictcd to the luminal side ofthe implant (hematoxylin and cosin).
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with the Vanguard. Particularly in patient 8, from whom the stent-graft was harvested a mere 2.5
months after implantation, the nurnerous alterations of the device couid be related to a long and
difficuit endovascular procedure with several stents.
AneuRx and Talent devices are stili cornrnercially available worldwide)9 In different clinical
studies, they were associated with Iower incidences of migration, kinking, lirnb occlusion, and
secondary intervention compared to the Vanguard device.’9 Yet, we report here 2 cases where
surgical conversion was due to the failure of Talent stent-grafts. The fractures of large-diameter
stent spring wires (—5OO-im diameter) observed in 2 Talent explants are flot isoiated cases.
Thirty-four connecting bar fractures and 9 stents spring fractures have been reported worldwide
on Talent stent-grafts.’4 Since fatigue fractures are usually initiated at surface heterogeneities,
they could be related to the surface irregularities and Ni content, which was apparent on
explanted and also on non-implanted Talent devices.
Theoreticaliy, the oxide layer covering the nitinol surface is mainly composed of titanium oxide,
which confers good uniforrn resistance to corrosion of the alloy. Ail explanted stent-grafts, as
weii as the individual Talent and Vanguard controis we studied, also revealed significant
amounts of nickel oxides in some areas. The surface composition, homogeneity, and thickness of
the protective oxide layer strongly depends on industrial passivation processes, such as chemical
etching or electropolishing.’ I 920 The differences obseiwed between AneuRx, Talent, and
Vanguard reflect the different surface treatments appiied to each device. Heat-setting treatments,
comrnonly used to predefine the shape of nitinol wires, such as Talent spring wires, have been
shown to have very detrimental effects on corrosion resistance. which cannot be salvaged with
‘I
. . .subsequent surface treatrnents: This could explain the inhomogeneity and thickness of the
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oxide layer, including the high Ni level, observed on Talent stent-grafts. To avoid further strut
fractures, a new Talent device was introduced in 2003, with a modified design (medial and flot
lateral connecting bar) and a new passivation technique by chernical etching.’4 One can only
hope that these modifications have improved the corrosion resistance and endurance of Talent
devices.
For obvious reasons, industrial passivation techniques of commercial devices are not in the
public dornain, thus limiting the surgeons’ knowledge of their aspects prior to clinical use.
Resistance to localized corrosion directly influences the arnount of toxic Ni ions released, the
risk of fracture, and long-terni implant stability.22 Manufacturers should be urged to offer more
information or provide samples for independent studies comparing cornmercially avallable
devices. The discrepancy between the oxide layer thickness obtained on the explants and the
controls, which is unlikely a consequence of implantation, highlights the difficulty of getting
valid control samples produced at the saine time as the explanted devices and with exactly the
saine processes and surface treatments.
In addition to the design and surface finish, biological factors could also influence the corrosion
and in vivo stability of the device. The Talent device from case 3 showed severe alterations after
2 years of implantation (>10 niptured sutures and 1 broken stmt) and was retrieved due to
infection. We could hypothesize that the large number of inflammatory cells releasing oxidative
factors, such as free radicals, hydroperoxides, and reactive oxygen species, may have accelerated
the degradation ofthe material, a phenomenon described as environmental stress cracking.22
$1
An Impaired Healing Process?
After its deployment into the aneurysrn, a stent-graft is sandwiched by a thrombotic matrix. Its
organization into a mature encapsulating “neointima” in continuation with the vessel wall would
provide a good and permanent seal to cornpletely exciude the aneurysm from blood flow and
decrease the risks of stent-grafi migration and endoleaks. Repair pathways activated after
various fonEns of vascular injuiy usually lead to migration and accumulation of VSMCs and
rnyofibroblasts derived from adventitial fibroblasts, which produce extracellular matrix
cornponents.23’24 When sustained chronically, this fibroproliferative process can even lead to
pathological effects, such as restenosis after coronary stenting.25 In contrast, neointirna formation
after EVAR is rather deficient.
This observation is in accord with previous studies docurnenting that stent-graft fixation to the
vessel wall is mostly mechanical (i.e., due to radial forces exerted by the implant or fixation
hooks),’3 and biological incorporation of the first-generation stent-grafts was deficient.’2 In our
study, tissues retrieved around these stent-grafts at 18, 24, or 50 months showed characteristics
of the first step of healing, whici normally lasts a few days or weeks. PMNs should have been
replaced long since by VSMCs and fibroblasts attracted by these celis to the injuiy site. Their
presence 4 years afier implantation is a sign of persisting insuit and shows that tissue
organization into a mature neointima bas been irnpaired.
The cause of deficient neointirna fonTiation is not yet clear, but several factors could be
involved, including AAA physiopathology and stent-graft properties. For one, the cellular
characteristics of AAA may be implicated in suboptirnal neointima formation. AAA are
$2
characterized by thinning of the tunica media and strong depletion (75%) of VSMCs due to
increased apoptosis.627 The graft is not apposed to the vessel wail in the aneurysm sac,
preventing direct colonization of the graft by ceils coming from the aortic wall. Celis couid
migrate along the implant fiom the proximal or distal neck or derive from circulating progenitor
ceils, but graft design and surface properties are not favorable to ccli migration and adhesion
along the implant. Dacron and expanded polytetrafluoroethylene surface propeilies do flot
prornote ccli adhesion.28 Moreover, their Iow porosity seerns to lirnit ccii invasion through the
grafi. We and others have indeed detected very littie cellular invasion of grafts in human
explants or in animal modelsi229
The beginning of neointima formation, observed in one specimen, was restricted to the lumen
surface of the graft. Although it is not certain that further incorporation would have taken place
with tirne, this sample may be an example of good stent-graft incorporation. The reasons for the
differences noted between this case and the complete iack of biological incorporation after 2
years with a sirnilar AneuRx stent-graft (case 2) require further investigation.
Stent-graft design and mechanicai properties may aiso play roies in deficient healing foilowing
EVAR, as underiined by the poor apposition observed between the implant and the
atherosclerotic wail at proximal and distal necks, in particular when graft infolding (cornmonly
observed) is present.
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CONCLUSION
Poor healing around stent-grafts raises concems about the long-terrn outcornes of this rninirnally
invasive procedure. The development of a new generation of stent-grafts with bioactive coating
and VSMC therapy303’ are prornising strategies to improve healing.
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Abstract
Complications following endovascular aneurysm repair (EVAR) are related to deficient healing
around the stent-graft (SG). New generations of SG with surface properties that foster vascular
repair could overcorne this limitation. Our goal was to evaluate the potential of a new nitrogen
rich plasma-polymerised biomaterial, designated PPE:N, as an external coating for polyethylene
terephtalate (PET)- or polytetrafluoroethylene (PTFE)- based SGs, to promote healing around
the implant. Thin PPE:N coatings were deposited on PET and PTFE films. Then, adhesion,
growth, migration and resistance to apoptosis of vascular srnooth muscle ceils (VSMCs) and
fibroblasts, as well as mvofibroblast differentiation, were assessed in vitro. In another
experimental group, chondroitin suiphate (CS), a newly-described mediator of vascular repair,
was added to normal culture medium, to search for possible additional benefit. PPE:N-coatings,
especially on PET, increased and accelerated ceil adhesion and growth, compared with control
PET and with standard polystyrene culture plates (PCP). PPE:N was also found to increase the
resistance to apoptosis in VSMC, an important finding as aneurysms are characterised by VMSC
depletion caused by a pro-apoptotic phenotype. Addition of CS in solution ftirther increased
migration and resistance to apoptosis. In conclusion, PPE:N-coating and/or CS could promote
vascular repair around SGs following EVAR.
Key words: Aneurysm. Stent-graft, Plasma polymerisation, Chondroitin sulphate, Cdl adhesion,
Apoptosis
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1. INTRODUCTION
In industrialized countries, where the prevalcnce and surgical risks of abdomhal aortic
aneurysms (AAA) arc increasing in ageing populations[1, 2], endovascular aneurysm repair
(EVAR) with a stent-graft (SG) prosthesis offers a prornising, less invasive alternative to open
surgery. Its widespread use is, however, lirnited by frequent complications such as SG migration
[3, 4] and persistence of blood flow into the aneulysrn (i.e. endoleaks)[5-7]. Recently, two large
randornised studies comparing EVAR with open repair showed that despite a gain in peri
operative rnorbidity and rnortality in the EVAR group, there was no difference in mid-term
mortality between both groups and more reinteiwentions were observed in the EVAR group [8,
9]. Mounting evidence suggests that complications are related to deficient healing around SGs.
Even several years after implantation, SGs were found to be surrounded by arnorphous,
unorganized thrombus composed rnainly ofa fibrin matrix and phantoms ofred blood celis, and
characterised by a strong deficit in vascular smooth muscle celis (VSMC), myofibroblasts and
collagenous extracellular matrix (ECM)[l0-12]. The lack of vascular cdl ingrowth into the graft
material lirnits its fixation to the vessel wall and prevents a good seal at the neck of the
aneurysm. More generally, it raises concern about the long-term outcome of this treatrnent.
Pathophysiology of AAA and surface properties of SGs are two major factors that can explain
deficient healing around SGs. SGs consist of a metallic structure covered by a fabric of woven
poly(ethylene tereplitalate) fibers (PET, Dacron ®) or by expanded polytetrafluoro-ethylene
(ePTfE). These two biornaterials have a long clinical history as vascular implants thanks to their
relatively low thrornbogenicity and good mechanical propellies, but they are not optimal for SG
incorporation. The hydrophobie surface of ePTFE is known to drastically lirnit cdl adhesion
91
[13]. DacronR grafts are less inert, and have been shown to resuit in slightly improved but stiil
insufficient incorporation [14]. Moreover, the aneurysm wall is characterized by a strong
depletion of VSMC, related to increased apoptosis[15, 161. Development of an extemal coating
that can enhance ccli adhesion, proliferation, migration and resistance to apoptosis should help
to increase SG biological fixation into the aneurysrn and improve the outcorne of this minirnally
invasive procedure.
We have recently developed a novel plasma-polyrnerised thin film coating that is extremely rich
in nitrogen (hereafter called ‘PPE:N”, or N-doped plasrna-polyrnerised ethylene), which
increases the adhesion of different ccli types [17]. The principal objective of this smdy was to
explore the potential of this new biomaterial as an extemal coating for PET- or PTFE- based SGs
to improve healing around thc implant.
Chondroitin suiphate (CS) has recently been identified among cryptic bioactive factors released
by ECM proteolysis which foster a fibroproliferative reaction during normal vascular repair [1$].
CS increases resistance to apoptosis of VMSC and fibroblasts and prornotes fibroblast
differentiation into a contractile phenotype in vitro [18, 19]. Hence, this readily available
polysaccharide could be incorporated into a bioactive coating to foster further SG incorporation.
Therefore, the second objective of this study was to explore the potential of CS to add further
benefit to the PPE:N coating in promoting a fibro-proliferative reaction in vitro.
PPE:N coatings were deposited onto thin commercial PET and PTFE films; physico-chemical
characterizations of the same coatings deposited on glass were cairied out using complernentary
techniques inciuding attenuated total reflectance (ATR) FT-IR, X-ray photoelectron
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spectroscopy (XPS, including with chemical derivatization), contact angle goniornetry, atornic
force microscopy (AFM), and ellipsometry. Since these were already reported elsewhere [17],
we shah briefly summarize them in the Discussion section only. In the present work, surface
characterization was limited to XPS and to contact angle measurements, in order to assess
possible differences between coatings on the cuiTent substrates with those previously deposited
on glass or on polypropylene [17]. The effect of PPE:N coatings was evaluated in vitro on
VSMC and fibroblasts, the two major celi types irnplicated in vascular repair. Cdl adhesion,
growth and resistance to apoptosis, as well as myofibroblast differentiation were assessed in
normal media with or without the addition ofCS in solution.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Plasma potymer deposition
PET and PTFE films were obtained from DuPont Teijin Films (Hopewell,VA) and from
GoodFellow (Devon, PA), respectively. PPE:N coatings were deposited on both films using an
atrnospheric pressure plasma deposition system described elsewhere [17]. Briefly, this system
comprises a cylindrical, dielectric-coated stainless steel hïgh voltage (11V) electrode and a
grounded planar Al electrode, covered by a 2 mm thick glass plate that serves as a second
diciectric layer. The entire apparatus is piaccd inside a transparent plastic enclosure containing
the controlled gas atmosphere at a pressure of 1 bar. The PET or PIFE film samples were placed
on the glass plate, which was moved under the 11V electrode at precisely controlled speed. The
precursor gas mixture composed of nitrogen N2,,1O standard liters per minute, (sim) and
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ethylene (C2H4, 10 standard cubic centirneters per minute, sccm) was introduced into the
discharge zone, an adjustable gap between the HV electrode and the glass plate, usually 1 mm.
11e discharge duration was selected so as to create a 75nm-thick coating. PET and PTFE films
werc sterilized using ethylene oxide and ultra-violet (UV) irradiation, respectively, prior to
PPE:N film deposition. These sterilization methods were chosen since they induce minimal
surface modification, as assessed by contact angle measurements described below. After plasma
coating, specirnens were stiil sterile since plasma discliarges are known for their bactericidal
effect [20].
2.2. fil,,, cliaracterisation
The elemental compositions of PPE:N films were determined by X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS), using a Kratos Axis Ultra system with non-monochromatic Mg-KŒ
radiation. The spectra were acquired normal to the sample surface; survey spectra were used to
determine the relative nitrogen concentration, [N] (expressed as the percentage of N with respect
to the sum of all detected elements, exciuding hydrogen, which is flot detected by XPS). PPE:N
compositions on PET and PTfE were compared to those of coatings deposited on glass and
propylene surfaces [17].
The wettability of PET and PTFE before and after PPE:N coating was evaluated by static contact
angle measurements (Visual Contact Angle (VCA) Optima, AST Products, Billerica, MA). The
surface free energy, , and its polar (y) and dispersive (y) components were calculated after
multiple (n ? 4) measurements of contact angles with water, formamide, ethylene glycol and
tricresyl phosphate (TCP), according to the mcthod described by Kaclblc [21]. Contact angle
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measurernents were also used to assess possible surface damage induced on the films by
sterilization.
2.3. Cet! unes aitd inaterials
A7R5 celis, a cional smooth muscle ccli (VSMC) line from rat ernbryonic thoracic aorta (ATCC,
Manassas, VA) were cuitured in DMEM/F12 suppiemented. WI-38 hurnan fibroblasts from
normal embryonic lung tissue (ATCC, Rockville, MD) were grown in Fibroblast Basal Medium
(Cambrex, Waikersvilie, MD), and used at passages 4-15. Culture medium was suppiemented
with 100/o fetal bovine serum (FBS; MEDICORP, Quebec, Canada) and 1% penicillin
streptomycin (GibcoBRL, Invitrogen, Grand Island, NY). for each experiment, coated and
control films were cut to fit into 6- or 24-well poiystyrene culture plates (PCP). PCP surfaces
(Costar®, Corning Life Sciences, Acton, MA) commonly used for ccli culture served as a
positive control in each test. Chondroitin 4-sulphate was acquired from Calbiochem (San Diego,
CA, US).
2.4. (‘et! adhesion, apoptosis, growth, migration and differemtciation assays
Ccli adhesion after 1 to 4 hours of culture on the different film surfaces xvas detennined using
crystal violet staining [18], as detailed below. One square cm film samples were placed at the
bottoms of 24-well PCP; their floatation to the surface was prevented by a cloning cylinder
(Fisher, Pittsburgh, PA) of 10 mm diameter and height. This also allowed controlling the
surface area where cells could adhere, and thereby rendered the tests reproducible. Cells were
seeded in the cloning cylinder in 200 ti of normal medium and left to adhere for 1 to 4 hours at
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37°C in an incubator with 5% CO,. Films were then washed twice in PBS to remove non
adherent celis; 50 jil of 0.75% crystal violet/30% acetic acid was added to 500 d ofPBS for 15
min. Films were then washed and allowed to dry. Three micrographs at 400X magnification
were taken by light microscopy for each sample; the numbers of adherent celis were counted
on each micrograph by a single investigator blinded to experimental conditions
Resistance to apoptosis ofVSMC adhered on coated films was compared to that ofcells adhered
on unrnodified films and PCP. Apoptosis was induced by serum starvation and was assessed
using fluorescence microscopy of unfixed/unperrneabilized celis stained with Hoechst 33342
(2 ‘-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl- 1 -piperazinyl)-2.5’-bi- 1H-benzimidazole (HT)) and propidium
iodide (PI), as described in our previous work [19, 221. This technique was shown to accurately
differentiate early apoptotic, late apoptotic, and primaiy necrotic celis, and it is more accurate
for the evaluation of apoptosis than TUNEL assays [231. Briefly, ceils were left to adhere and
grow to confluence on films in 24-well PCP. Apoptosis was induced by serum starvation for 4,
8, 16 or 24 hours. HT (1 jtg/rnl) was added for 10 min at 37°C. To prevent flirther uptake of HT,
celis were washed with PBS. PI was added to each sample to a final concentration of 5 ig/m1,
irnmediately before analysis by fluorescence microscopy (excitation filter X 360.4 nm). The
percentages of nonrial, apoptotic, and necrotic cells adherent to each sample surface were
calculated based on three areas of observation, at a magnification of 200X. To evaluate the
impact of CS on VSMC apoptosis on the various surfaces, CS vas added to the semrn-free
medium at a concentration of 0, 125, 250 or 500 tg/m1 (n 4) [18]. Experirnents with 8h serum
starvation were performed in triplicate.
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To compare ccli growth on the various surfaces, VSMC were added within the cloning cylinder
placed on film samples and left to adhere during 4 hours. To counterbalance the lower degree of
ccli adhesion on virgin surfaces (see Resuits section) and to obtain comparable numbers of
adherent celis on each surface after 4 hours, 10,000 ceils were added in wells containing the
virgin films, but only 5,000 ceils on coated film samples. After 4 hours, media were changed to
rernove non-adherent celis (hcnceforth designated t0). Celis were then allowed to grow for 0,
2, 4 and 7 days. Ccli numbers at each time point were evaiuated on 6 weils for each type of
surface by HT-PI staining, according to the apoptosis protocol described above. Data were
expressed as the percentage of initial ccii numbers (at t0) on a similar surface.
Cdl migration on each surface, with and without CS, was evaiuated with an adapted wound
assay [24]: Celis were grown to near confluence on both controi and PPE:N-coated film samples
at the bottom of 24-well plates, in the centre of which a 23G stainless steel needle (3D-Canada,
Oakville, ON) had been piaced horizontaliy. The needle was then gently removed, leaving a 0.5
mm-wide space free ofcells. Cells were then left to migrate for 12 hours in normal sernrn, with
or without the addition ofCS at concentrations of 125, 250 or 500 1g/rn1. Cells were washed and
stained with crystai violet, as described above. Migration was assessed using light microscopy at
a magnification of 100 X. Migration was defined as the ratio of (numbers of cells present in the
partiaily denuded experimentai area over the number of celis present in the initiaily denuded
control area) x 100. Three fields per weil were evaiuated, and experiments were donc in
dupiicate.
Myofibroblast differentiation, as characterized by expression of alpha-SMA, was assessed by
immunoblotting. Fibroblasts were plated on virgin and coated film samples at the bottom of 6-
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well PCPs and allowed to reach confluence. They were then kept in normal culmre medium
(changed every other day) for 7 days and retrieved by tlypsination. Proteins were extracted,
separated by electrophoresis. transferred to nitrocellulose membranes and probed as we
previously described [19]. The antibody used was anti-Œ-srnooth muscle actin (anti-Œ-SMA;
Sigma, St. Louis, MO). Ail membranes were stripped (2 ¾ SDS, 100 mM 3-mercaptoethanol
and 62.5 mM Tris-HC1, pH 6.7) at 50°C for 30 min. by gentie shaking, then reprobed with anti
a-tubulin monoclonal antibody (Oncogene, Boston, MA) as a control for protein loading.
2.5. Statisticat analyses
Resuits are expressed as mean values ± standard deviation (SD). Data were analysed using
Student t-tests or multivariate ANOVA, as appropriate. A p value of 0.05 or less was considered
significant.
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3. RESULTS
3.1. Coatiizg cÏtaracterizatioii
As expected, PPE:N coatings possessed high nitrogen contents ([N] 32%), as deterrnined by
XPS analysis (Tableau VI), values on PET being similar to those on glass and polypropylene
substrates used in previous work [171. On PTFE, however, the first set of experiments revealed
about 8% F content (see Tableau VI). This may be due to some uncoated regions or to
volatilized F incorporated into the coating during plasma deposition, or possibly to a
combination of both. To avoid this, surface pre-treatment of the PTFE with nitrogen plasma was
perfonTied prior to PPE:N deposition which yielded surfaces with elemental compositions close
to those of coated PET and glass, except for a small amount of F (Tableau VI, PTFE 2uid set of
experiments). The measured elemental concentrations of virgin PET and PTFE differ slightly
from those expected from the molecular formula of the polymers (71.5 % and 33.5 % carbon for
PET and PTFE respectively). This disparity is due to unavoidable contamination of the surface
by atrnospheric hydrocarbons.
Tableau VI: Relative elemental compositions, determined from XPS survey spectra (atornic %)
Elemental Composïtion (at %) C N O F
Virgin PET 79 0 21 0
Virgin PTFE 36 0 0 64
PPE:N- coated PET 65 32 3 0
PPE:N- coated PTfE (first set) 58 25 9 8
PPE:N- coated PTFE (second set) 69 29 1,5 0,5
a Deposition following surface pre-treatment with N2 plasma.
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Contact angle measurements showed that the PPE:N-coated surfaces exhibit substantially
increased wettability (reduced contact angles), especially in the case of the strongly hydrophobic
PTfE surface (f ig. 27). The films’ surface energies, ‘(s, indicative of their wettability by aqueous
media, was found to increase from 3$ or 25 mN/rn (or dynes/cm) for virgin PET and PTfE,
respectively, to about 56 mN/rn for the PPE:N-coated surfaces, the same value reported
previously for PPE:N-coated glass [171. While coated PET and PTfE exhibit sirnilar average
wettabilities, a higher standard deviation was observed for the coated PTfE. This can be
explained by the presence of some areas on the samples having contact angles close to $00 and
confirms the inhornogencity ofthe coating on this substrate.
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Figure 27: Values of water contact angle for control and PPE:N coated surfaces
Values ofwater contact angle for control and PPE:N-coated PET and PTFE surfaces, in comparison with polystyrene
culture plates (PCP) (mean +SD)
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3.2. (‘et! adhesion, apoptosis, growth, migration and differenciation
Ccli adhesion on the surface is the first cellular evcnt required to promote a strong biological
fixation of the SG. PPE:N coatings do increase the adhesion and adhesion rate of VSMC and
fibroblasts cornpared to untreated control surfaces (p<O.00l), as well as to PCP, as shown in
Figures. 2$ and 29. Virtually no adhesion is seen to have occurred on untreated PIFE films (thus,
other biological endpoints could not be tested on these surfaces). In contrast, PPE:N-coated
PTFE was covered with VSMCs. PPE:N-coated PET gave even higher ccli density (p = 0.05).
200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
100
*
Û
oÛ
U)
ci)
-
Q
o
*
O
POP PET PET-PPE:N
• ‘é
•1
PTFE PTFE-PPE:N
* p 0,05
Figure 28: VSMC adhesion at I hour
VSMC adhesion at I hour on PCP, control and coated PET and PTfE films : the celi density is expressed as the
percentage comparatively to ccli dcnsity on PCP surfaces. Most ceils exprcssed a rounded morphology on PCP and
virgin PET while celi spreading is observed on coated films. Resuits are represented as mean and standard deviation
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The adhesion rate was higher on coated PET: adhesion reached the maximal level after 1 hour on
coated PET whereas the number of adherent celis vas stiil increasing between I and 4 hours on
virgin PET (Fig. 29). Differences between the two surface were stili significant after 4 hours
(p>O.O5). While after 1 hour most VMSCs exhibited a rounded morphology on control PET, celi
spreading was observed on the PPE:N-coated PET (fig. 2$). Sirnilar behaviour was also
observed in the case offibroblasts (Fig. 29b).
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Figure 29: Adhesion kinetics of VSMC and fibroblast
Rate of adhesion of VSMC (a) and fibroblasts (b) on PPE:N-coated and control PET films, expressed as densities of
celis on the surfaces after 1, 2, 3 and 4 hours of incubation. (* p< 0.001 n=6)
Ccli growth was enhanced on PPE:N-coated PET cornpared to ail other surfaces, including PCP.
Difference was afready significant after 4$h (Fig. 30). After 7 days, ccli growth on controi PET
significantiy lower than on the other three materials (p<O.05).
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Figure 30: CeIl growth assay
Ceti growth on PPE:N-coated films, comparcd to ttiat on virgin PET and on PCP. Ccli densities arc expressed as a
percentage with respect to those observed at t0 (4 hours of culture) for each surface (* PET+PPE:N is significantly
higher than ail for other surfaces (<0•05) ** PET is significantly lower than for ail other surfaces (p<O.O5))
Regarding resistance to apoptosis, VSMC cultured in the presence of normal FBS-containing
medium displayed a higher rate ofapoptosis when grown on PET films as cornpared with PCP (5.8 +
2.9 % versus 2.3 ± 1.0 %, p<O.OS). No difference was found between PCP and PET-PPE:N (2.3 +
1.0 % versus 2.5 ± 0.4%, p=O.95, Fig. 3 la). As availability ofgrowth factors may be limited in the
abluminal side of the SG, which will flot be in direct contact with flowing blood, we evaluated
apoptosis levels of VSMC grown on the various surfaces and exposed to senim-free (SS) medium.
The percentages of apoptotic VSMC increased drasticatly when exposed (o SS for 8 hours, especially
for the case of controL PET (35.4 + 4.0%), bttt to a lesser extent on PPE:N coatings (16.4 ± 2.2%),
even though the latter vas still significantly higher than on PCP (significant differences were found
between all groups (p<O.001)). Less benefit was found in the case of PPE:N-coated PTFE, on which
celÏs in normal or serum-free-medium showed significantly higher apoptosis han those on the coated
PET surfaces (p<O.00l).
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On each surface, incidence of apoptosis was significantly reduced when VSMCs were exposed
to SS containing CS cornpared with SS alone (Fig. 31b) As illustrated in Fig. V-12c, addition of
CS resulted in additional increase in resistance to apoptosis on PPE:N-coated PET. The
percentage of apoptotic VSMCs remained around 10% after up to 24 hours in SS, a level close
or even below that observed on PCP surfaces (Fig. 31c).
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Figure 31: Result of resistance to apoptosis in VSMC
(a) Percentages of apoptotic VSMCs grown on different surfaces in normal and serum-free media for 8 hours. (*
significantly different than PCP (p<O.05) ; & significantly Nitrogen-rich coatings for SGs — page 20 different than
PET (p<O.Ol); (b) CS dose dependence of VMSC apoptosis (* p<O.O1) for the case of PPE:N-coated PET; (e)
Percentages of apoptotic VSMCs after 4, 8, 16, and 24 hours in serum-ftee media (PPEN-PET +CS VSMC apoptosis
on PPE:N in SS with addition of 250 jig/ml CS. Since experiments at 4, 16 and 24 hours were not performed in
duplicate, statistical analysis vas here only performed for the time point at 8hours * p<O.05).
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Ceil migration is a highly integrated multistep process that contributes to tissue repair and
regeneration [25]. VSMC migration from the aneurysmal neck on a SG implant surface would
constitute an important factor towards achieving neointirna fonnation and healing along the
implant, not only at the necks ofthe aneurysm. Here, we have evaluated whether PPE:N coatings
can increase VSMC migration on the surface, using an adapted in vitro wound assay. PPE:N
coating and the addition of CS were both found to lead to significantly increased migration on
PET films (p<O.0001) (Fig. 32), the best resuits being obtained when PPE:N coating and 500
ug/mI ofCS are cornbined (p<O.000l).
a
350
300
250
11]
û
200
C
150
100
50
o
Figure 32: Migration ofVSMC
(a) Migration of VSMC after 12 h in normal medium on PET or PET-PPEN surfaces, with or without the presence of
CS (250 ug/ml); (b) Migration ofVSMC on PPE:N-coated PET, with addition ofCS (125, 250 or 500 ug/ml); (c)
Micrographs illustrating migrations under the various conditions indicated.
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finally, as myofibroblasts are essential to wound closure during normal repair and are also
implicated in tissue contraction [26], we have investigated whether PET, PPE:N coatings and CS
mediators can regulate fibroblast differentiation. fibroblasts exposed either to PPE:N-coated
surfaces or to CS in normal medium for 7 days showed increased protein levels of Œ-SMA
compared with ceils on PET and PCP (Fig. 33). No fiirther increase was observed when PPE :N
was combined with CS in solution.
PET PET PET-PPE:N PET-PPE:N
(N) (N+CS) (N) (N+CS)
uSMA
tubulin
Figure 33: Immunoblotting
Immunoblotting analysis showing increased levels of Œ-actin in WI-38 flbroblasts when cultured on PPE:N surfaces
or exposed to medium with addition ofCS for 7 days. (a-rnbulin is used as a control).
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4. DISCUSSION
Cet! behaviour on PET aitd PTfE
SG incorporation and biological fixation into the vessel and aneuiysmal walls require the
adhesioll, growth and migration of the various ceil types implicated in neointirna formation
(VSMCs, myofibroblasts) on the surface of the implant. The developrnent of an AAA is
associated with an intrinsic propensity for aortic VSMC to undergo apoptosis, leading to
progressive Ioss of tensile forces aiid to aortic dilation [27, 28]. Under these circumstances, it
appears pariicularly important to foster a state of resistance to apoptosis in VSMC and
myofibroblasts in order to facilitate biological incorporation of the SG. In the present study we
showed that VMSCs and fibroblasts manifested significantly Iess adhesion, growth and
resistance to apoptosis on PET and PTFE film surfaces as compared with PCP. This was indeed
expected for the case ofPTFE, which bas a very low surface tension and wettability (105° watcr
contact angle). Like other strongly hydrophobie surfaces, PTFE limits protein adsorption and
celi adhesion, and thus favours a programrncd form of ceil death called anoikis, which is induced
by the loss of celllmatrix interactions [29]. Ccli adhesion observed on control PTFE films was
minimal and, consequently, fiirther study (growth, differentiation, migration, apoptosis) could
not be undertaken on this material. To a lesser extetit, PET films also manifested lower adhesion
and growth than did the PCP surfaces comrnonly used for celi culture. More importantly, the
ceils that adhered to PET were shown to be much less resistant to apoptosis induced by serum
starvation. This is of special importance in the AAA environment where ceils repopulating the
SG from the abluminal side, aiid thus without direct access to blood supply, may have a limited
access to growth factors. We used PET and PTFE films in this study for the purpose of
107
simplifying the in vitro experirnents. Since their srnooth surfaces and non-porous structures do
flot perfcctly mimic vascular fabrics used in endovascular implants, these resuits need to be
reproduced with commercial graft materials made of ePTFE or of woven PET fibers (DacronR).
Suijace inodfïcation by PPE:N coatbig
To date, very few efforts have been reported to enhance the incorporation and to stimulate
healing around stent-grafts [30] Replacement by other polyrneric graft materials such as
polyurethane has been reported to improve incorporation in animal moUds, [14] but insufficient
stability and poor mechanical properties lirnit the use ofthis material [31]. Surface modification
of the extemal surfaces of PET or ePTFE grafts by plasma discharges appears promising for
favoring celi growth and SG incorporation into the vessel wall without affecting the mechanical
properties and low thrombogenicity of the luminal surface. Many efforts bave been made to
modify polyrneric surfaces such as PET by plasma discharges [32-36]. In particular, surface
functionalisation by nitrogen or ammonia Iow-pressure plasma had already proven to incrcase
cdl adhesion on various polymers [35, 36]. But the nitrogen concentration, [N], that could be
achieved was limited and it decreased with time, an effect known as ageing, which affects
surface functionahsation in general. The plasma-deposited thin PPE:N coating developcd in our
laboratory bas several advantages over the above-mentioned surface modification, namely
higher [N] value (> 30 %) and the absence of ageing [17, 37]. As previously reported,
characterization by ATR FT-IR has shown the main functional groups in the PPE:N to be
amines, nitriles and some amides. XPS analysis after chemical derivatization with
trifluoromethylbenzaldehyde (TfBA, Alfa Aesar) vapour revealed 5-10% prirnary amine groups
[NH2I/[N]. The PPE:N coating possesses rnuch higher surface energy than PET and PTFE films,
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largely due to the polar component, y’, related to highly polar groups at the surface. Another
advantagc of the PPE:N coating is its highly cross-Iinkcd, homogeneous structure that is flot
subject to “hydrophobie recoveiy”, or ageing, unlike plasma-modified polymer surfaces. This
coating can, in principle, be deposited on objects of any relevant geometry and composition.
When deposited on PIFE, unlike the other substrate materials, its composition differed slightly
and it appeared to be less uniform, as suggested by contact angle variations between 20 and 80
degrees in some areas. A possible expianation may be that the soft PTFE films were observed to
buckie during plasma deposition, resulting in varying deposit characteristics over the surface.
This surface heterogeneity may at least partly explain the differences in celi behaviours and the
larger standard deviations observed for coated PTFE compared with coated PET substrates.
Further work is required to achieve optimal PPE:N eoatings on ail surfaces of interest in this
research.
InJltieizce ofPPE:Non cet! behavior
As already mentioned, earlier work had already shown that PPE:N coatings prornote adhesion of
various ccli types, including generaliy non-adherent U937 macrophages, mesenchymal stem
ceils, and chondrocytes {17, 36]. In the present study, we have shown that PPE:N coatings not
oniy increased the densities of adherent VSMC and fibroblasts cornpared to virgin PET and
PIFE, but also accelerated celi adhesion, spreading. and viability in normal media. More
important, PPE:N drastically increased VSMC cdl resistance to apoptosis induced by serum
starvation, a condition that simulates the iack of nutrients in aneuiysms excluded by $G
deployment. Ccli growth after one week was found to be significantly increased on PPE:N
cornpared to ail other surfaces, inciuding PCP that was used as a positive controi. Increased cdl
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growth on PPE:N could be the resuit of higher proliferation and/or lower ceil death. Since
experiments on ceil death in normal culture medium did not show differences between PPE:N
and PCP surfaces, resuits suggest that PPE:N rnight contribute to VSMC proliferation. This
needs however to be ftirther evaluated.. VSMC adhesion, proliferation and migration on an
implant surface, as well as dcveloprnent of a state of resistance to apoptosis, are pivotai events
for the initiation of healing around vascular implants, and for SG incorporation into the vessel
wall.
Finaily, as myofibroblasts are a key contractile ceilular consitituent of healing tissues implicated
in wound closure, we evaluated whether the various surfaces and CS promote myofibroblast
differentiation. Fibrobiasts cultured on PPE:N coatings showed increased protein levels of u
SMA compared with virgin PET, indicative of a trend towards their differentiation into
myofibroblasts. The myofibroblast is a contractile fonu of fibrobiasts, characterised by the
presence of a contractile apparatus that contains bundies of actin microfilaments. These
terminate at the surfaces of the myofibroblasts, in the fibronexus
— a specialized adhesion
compiex that uses transmembrane integrins to link intracellular actin with the ECM [26]. This
provides a rnechano-transduction system; that is, the force that is generated by stress fibres can
be transmitted to the surrounding ECM, and it results in soft-tissue contraction. Myofibroblasts
can continuously generate such forces over long periods of time; they are essential to wound
closure during normal repair and could favour shrinkage of aneurysms. Hence, in our system,
increasing rnyofibroblast differentiation could facilitate SG incorporation and facilitate
populating the aneurysmal sac with contractile cells that promote aneurysm shrinkage.
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Signalling pathways implicated in PPE:N-cell interactions are evidently complex and virmally
unknown. Celi adhesion to biomaterial surfaces is known to be rnediated by a layer of adsorbed
proteins, the type, quantity and activity of which are influenced by the properties of the
underiying substrate [38]. In addition to anchoring celis, adhesive interactions also activate
various intracellular signaling pathways that direct ccli viability, proliferation, and
differentiation. Surface chernistry (in particular, the types of functional groups, for example
NH2) is known to modulate integrin binding and focal adhesion assernbiy, composition, and
signaling. In tum, various integrin-mediated ccli signaling pathways, such as focal adhesion
kinase, integrin-linked kinase, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and extracellular-signai
regulated kinases (Erk) are known to initiate potent anti-apoptotic signais that may at least
partially explain the anti-apoptotic activity conferred by PPE:N [39, 40]. We showed recently
that integrin-dependent activitation of PI3K plays a key role in inhibition of apoptosis induced
by growth factor deprivation [411.
Influence of CS 011 ccli behavior
Chondroitin suiphate (CS) bas recently been identified among clyptic bioactive factors released
by apoptotic cells foilowing vascular injuries. Previous work aiready showed that chondroitin 4-
sulphate can inhibit VSMC and fibroblast apoptosis, and induce myofibroblast differentiation
when cultured on PCP [18, 191. In the present study, we confirmed that development of an
apoptosis-resistant state related to the presence of CS was in evidence on each of the
biomaterials surfaces tested. CS was found to add fiirther benefit to PPE:N-coating and to ailow
resistance to apoptosis to reach levels simflar to or even above those of PCP surfaces. Its benefit
was also evident when examining VSMC migration. Possible mechanisms impiicated in the
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development of resistance to apoptosis by CS have been the subject of recent studies. We
showed that CS can inhibit VSMC apoptosis through increased extracellular signal-regulated
kinases (ERK) 1/2 phosphorylation and protein leveis of Bel-xi, an anti-apoptotic member of the
Bd-2 family in VSMC [18]. We also showed previousiy that CS induces resistance to apoptosis
and myofibroblast differentiation through PI3K-dependent pathways [41].
5. CONCLUSIONS
A local deficit of contractile ceils in aneuiysrns may prevent SG incorporation and aneuiysrn
healing following EVAR. Prornising in vitro data suggest that PPE:N-coating of the externai
surface of a SG, and/or the presence of CS, could help promote most of the pivotal events
leading to the growth of a fibro-proliferative reaction around the implant. Due to the nurnerous
limitations of in vitro smdies, in vivo smdies are required to confirrn the potential of PPE:N
coating. Such approaches may prove to be beneficial for better SG incorporation, and possibly
for prevention of progressive growth of an aneuiysm.
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CHAPITRE V - DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION
Des progrès immenses ont été accomplis dans le traitement des AAA depuis 15 ans. Malgré les
nombreux avantages que comporte le traitement minirnalement invasif par voie endovasculaire,
les fréquentes complications limitent présentement son utilisation. Il serait souhaitable qu’un
plus grand nombre de patients puissent bénéficier de ce traitement avantageux. Dans le cadre de
mon projet de maîtrise, j’ai voulu déterminer le rôle respectif de la dégradation des implants et
du manque de guérison autour des EC dans les cas d’échec. Pour cela, nous avons analysé des
EC explantées provenant de conversion chirurgicale et d’autopsie.
V -1- Complication et échecs reliés à la dégradation de l’implant
Les études précédentes ont démontré que les premières générations d’EC ont connu des
problèmes importants de dégradation in vivo [132, 134, 135, 177, 178, 262] et des complications
majeures [263, 264]. Les dommages importants que nous avons observés sur les EC de type
Vanguard dans notre étude, étaient donc prévisibles, puisque ces endoprothèses ont été retirées
du marché justement à cause de leur instabilité biornécanique. Malgré leur retrait du marché,
plusieurs patients ont toujours ce type d’EC et il est important de les analyser pour mieux
comprendre les mécanismes d’échecs, et leur stabilité à long terme. Depuis ces échecs, des
modifications importantes ont été apportées au design de EC pour leur permettre d’avoir une
meilleure résistance mécanique, éviter les plicatures et résister à la corrosion [139].
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Les EC de type AneuRx et Talent sont toujours commercialisées. Dans plusieurs études
cliniques, ces endoprothèses ont été associées avec une réduction de l’incidence de la migration,
de la plicature, de l’occlusion des jambes et des interventions secondaires [265-268]
comparativement au Vanguard [110]. Une étude a tout de même mis en évidence une thrombose
des jambes iliaques pour les AneuRx [109] et des problèmes importants de migration pour les
AneuRx et les Talent [149, 151, 269, 270]. Ces études et nos résultats démontrent que malgré les
efforts fournis par les fabricants, le design, la qualité et le fini de surface des biomatériaux
utilisés ne sont toujours pas optimaux. Les deux fractures constatées sur les fils métalliques des
Talent, qui ont un diamètre important, sont inquiétantes. Ces fractures sont la cause directe de
deux conversions chirurgicales. Le fabricant des Talent a modifié en 2003 la qualité du fini de
surface et le design de l’EC. La ban-e de connection dans les jambes iliaques de l’endoprothèse a
été déplacée d’une position médiale à une position latérale pour colliger les bris qui surviennent
fréquemment dans cette partie [271]. Est-ce que ce design sera plus adéquat? Il est difficile de
prédire le comportement in vivo de ce type d’implant, et il faut parfois attendre plusieurs mois,
voire plusieurs années d’implantation pour déceler les problèmes ou les risques de bris d’un EC.
Par exemple, dans le cas des Talent, le déplacement de la barre de connection pourrait rendre la
prothèse moins résistante à la plicature et/ou trop rigide, ce qui poulTait donc créer un problème
nouveau en cherchant à régler un problème actuel. Ceci illustre le difficile l’équilibre à trouver,
pour les compagnies, entre le besoin d’une mise en marché rapide d’une nouvelle technologie et
le temps d’essai et de recherches nécessaires pour s’assurer que celles-ci soient un succès. Les
études indépendantes comme la nôtre aident les fabricants et les utilisateurs (radiologues,
chirurgiens) à déceler les points faibles et les points forts de chaque prothèse sur le marché.
Idéalement, elles devraient être effectuées avant même la mise en marché d’une nouvelle
prothèse.
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Dans notre étude, nous avons évalué l’épaisseur de la couche d’oxyde et la qualité du fini de
surface par AES et MEB. La présence de Ni à la surface de tous les EC, parfois en quantité
importante, et l’irrégularité de la surface observée sur les endoprothèses contrôles montrent que
le fini de surface de ces implants n’était pas propice à une bonne résistance à la corrosion du
NiTi [271]. La corrosion poulTait induire le largage d’ions nickel cytotoxiques dans l’organisme
[142, 271, 272]. Elle peut avoir iTiené à la rupture des fils métalliques que nous avons observée.
Cependant, les endoprothèses analysées avaient été implantées entre 1997 et 2002 et depuis, des
modifications ont été apportées par les compagnies. Un registre public et/ou une plus grande
transparence des méthodes de fabrications utilisées permettraient d’avoir des contrôles valables
pour comparer avec les EC explantées (explants et prothèses contrôles produient en même temps
avec même processus et traitement de surface).
Dans notre analyse par AES, nous avons analysé des petites sections de chaque échantillon, il
faudrait, dans l’avenir, analyser plus de sites sur un même échantillon pour avoir des valeurs
représentatives de l’ensemble de l’EC. Peut-être découvrirons-nous que certaines sections des
EC sont plus à risque de corrosion que d’autres, du au stress auquel ils sont soumis et nous
pourrions ainsi identifier les zones de stress mécanique?
V -2 La guérison autour de l’EC est-elle possible?
Après le déploiement de l’EC dans l’anévrisme, un thrombus se forme des deux cotés de l’EC,
soit I) dans la lumière et 2) entre l’EC et la paroi anévrismale. Comme nous l’avons énoncé
plus tôt dans la revue de la littérature, ce thrornbus devrait évoluer vers un tissu fibreux qui
incorpore l’implant à la paroi aortique [201]. Ceci offrirait une étanchéité permanente aux collets
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et exclurait l’anévrisme d’une manière définitive, ce qui préviendrait les complications. La
néointima, la capsule externe et l’espace périgraft auquel je ferai référence par la suite sont
illustrés dans la figure 34.
V -2-1 Guérison tissulaire déficiente observée
Les processus de réparations vasculaires, activés par différentes formes d’insulte vasculaire,
conduisent normalement à la formation d’une néointima. Ces mécanismes de guérison mènent
normalement à 3 étapes consécutives t 1) à la migration, la résistance à l’apoptose et
l’accumulation de CMLV et des myofibroblastes, 2) à une production et une accumulation de
MEC 3) à la disparition des cellules impliquées dans la réparation cellulaire (CMLV, fibroblaste,
figure 34: Rappel des différents termes dans la guérison tissulaire entourant les EC.
1. La néointima est le tissu situé dans la lumière de l’EC ou de l’artère 2. La capsule externe est le tissu qui se forme à
l’extérieur de l’EC entre celle-ci et la paroi anévnsmal 3. L’espace périgraft fait partie de la capsule externe (flèche
blanche), puisqu’il est entre l’EC et la paroi, mais on le définit comme le caillot non organisé qui subsiste entre l’EC
et la paroi même lorsque ceux-ci sont accolés, comme aux collets.
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PNM,...) par apoptose après que l’intégrité tissulaire ait été retrouvée [185, 1881. Si ces étapes ne
s’effectuent pas complètement ou se font dans le désordre, la réaction fibroproliférative peut
devenir chronique et peut mener à des effets pathologiques comme la resténose après la pose
d’un stent, où la lumière du vaisseau est obstruée par une hyperpiasie néointimale [25 J. Nous
avons observé durant ce projet qu’au contraire, dans le cas des EC implantées dans les AAA, la
formation d’une néointirna et d’une capsule externe fibreuse autour de EC est déficiente. La
néointima est immature avec aucune cellule positive pour a-SMA, qui est caractéritique des
CMLV et des myofibroblastes nécessaires pour la guérison vasculaire. La néointirna est
constituée essentiellement, sauf dans le cas du début de guérison, de fibrine et de globules
rouges, avec une absence de collagène, de CMLV et de CEV. Les CEV étant très fragiles, elles
ont pu être perdues dans la préparation et la conservation des explants. Les études précédentes
ont aussi observé ce manque d’organisation de la néointirna [154. 180, 181]. En accord avec les
observations de Matina et al. nous avons aussi observé la présence d’un espace périgrafi
constitué de thrornbus amorphe entre l’EC et la paroi vasctilaire [154]. Cet espace non organisé
démontre bien le manque d’incorporation de 1’EC à la paroi aortique même après plusieurs
années d’implantation. Pour ce qui est de la capsule externe, elle est aussi constituée de
thrornbus amorphe et elle n’évolue pas vers une capsule fibreuse. L’EC baigne parfois dans un
thrombus serni-liquide au niveau de l’anévrisme [180, 1811. Cette constatation peut nous laisser
supposer que la thrombose dans le sac anévrismal est partielle. Qu’est ce qui peut expliquer cette
thrombose partielle même après plusieurs mois ? Les phénomènes thrombolytiques qui peuvent
survenir au contact de l’EC et la prise d’anti-coagulant par les patients peuvent expliquer une
partie de ce problème.
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Cette absence d’organisation autant de la néointirna que de la capsule externe limite
l’incorporation de PIC dans la paroi aortique pour la maintenir en place solidement. Les travaux
antérieurs ont mis en évidence que les EC se détachent facilement de l’aorte et du sac anévrismal
[154, 1801. Les observations des chirurgiens vasculaires qui retirent les EC vont dans le même
sens. La fixation des EC est purement mécanique, soit par la force radiale. Cette force radiale
pourrait être l’un des facteurs menant à la progression de l’anévrisme au collet comme dans l’un
des cas que nous avons étudié [274, 275] et cet élargissement au collet est un facteur déterminant
dans la migration des EC [149].
V -2-2 Réaction inflammatoire persistante
Comme dans les études précédentes, nous avons constaté la présence d’une réaction
inflammatoire près des fibres de Dacron. La présence de macrophages et de cellules géantes
multinuclées est caractéristique d’une réaction à corps étranger [2761. Cette réaction, très typique
à l’implantation de biomatériaux. provient de l’incapacité par les macrophages à éliminer une
substance qu’ils ont identifiée comme étrangère [276]. Par contre, cette inflammation n’est pas
accompagnée, comme dans le cas de prothèses vasculaires, d’une infiltration de CMLV et de
fibroblastes reconnue comme essentiel pour une incorporation adéquate. Toutes les EC que nous
avons analysées étaient fabriquées en Dacron, il serait intéressant d’avoir un biornatériau qui
évite cette réaction. Des études précédentes sur des EC en PTFE, on permis d’observé une
réaction à un corps étranger semblable à celle du Dacron [277, 278].
Nous avons observé la présence de nombreuses cellules polymorphonucléaires (PMN) dans les
tissus prélevés avec les EC même plusieurs aimées après leur implantation. Cette persistance
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d’une telle réaction inflammatoire n’avait jamais été documentée auparavant. La première étape
de la guérison vasculaire qui est une infiltration du tissu par les PMN dure normalement
quelques jours, ou, au plus, quelques semaines [279]. L’inflammation est un événement majeur
pour le recrutement de rnyofibroblaste provenant de l’adventice [192]. À la suite d’une lésion,
les PMN sont dans les premières cellules à arriver. Ce sont des cellules qui libèrent beaucoup de
médiateurs de l’inflammation comme des cytokines, des espèces réactives de l’oxygène et des
MMP. Les médiateurs libérés par les PMN attirent les macrophages et les lymphocytes qui
prendrons en charge la réparation tissulaire. Par la suite, les PMN vont disparaftre
progressivement par apoptose. Les lymphocytes et les macrophages vont, pour leur part, sécréter
des médiateurs qui vont attirer les CMLV et les fibroblastes au site de l’insulte, dans le
processus normal. La présence des PMN quatre ans après l’implantation est un signe de la
persistance de l’inflammation et démontre que la capacité d’organisation en une néointima
mature a été compromise. La cause de cette persistance de l’inflammation n’est pas claire. Une
caractérisation de l’infiltrat inflammatoire devrait être la prochaine étape. L’interleukinc-8 (IL-8)
est la cytokine sécrétée en plus grande quantité par les PNM suite à une lésion à la paroi [279].
Une coloration pour détecter la présence de l’IL-$ donnerait de bonnes indications sur l’origine
du problème. Cela signifierait qu’il y aurait une insulte permanente, comme un stress
biomécanique, qui provoque cet infiltrat inflammatoire pendant plusieurs années. Cet infiltrat de
PMN vient aussi appuyer l’hypothèse que la néointima n’est pas endothélialisée ou, du moins
pas de façon mature, et non que les CEV ont été perdu dans le processus d’analyse des tissus. En
effet, la présence d’un endothélium normal et non activé permet de contrôler l’infiltration des
tissus par les cellules inflammatoires, et réduit de manière importante cette infiltration de PNM à
trois mois d’implantation dans des études sur le chien t2071. Le développement de meilleures
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techniques de coloration pour l’histologie Exakt permettrait d’avoir une meilleure caractérisation
des cellules et des tissus qui sont à l’interface tissu/irnplant.
V -2-3 Cas de guérison
Malgré le manque de guérison constaté, un spécimen AneuRx montrait un début d’organisation
de la néointima après seulement 6 semaines d’implantation. Par contre, la guérison était limitée
d’en seul côté de l’EC, soit dans la lumière de l’endoprothèse. Cette constatation vient renforcer
l’hypothèse que le greffon ne permet pas aux cellules de le coloniser dû à un manque de
porosité. Par contre, le temps d’implantation court ne nous permet pas d’être sûr que les cellules
n’auraient pas finies par passer de l’autre côté. Les raisons qui expliqueraient la différence entre
cet AneuRx et un autre qui après plus de deux ans montrait une guérison inadéquate, restent à
éclaircir et cela demande une investigation plus poussée. Le degré d’athérosclérose de l’aorte
abdominale et des iliaques ainsi que l’apposition de l’EC lors de la mise en place de la prothèse
peuvent être des hypothèses plausibles. Le design de l’implant et ses propriétés biomécaniques
peuvent aussi jouer un rôle dans le manque de guérison que nous et les autres avons observé. Il
est important de faire la distinction entre les réussites cliniques, qui sont des cas où les patients
ne manifestent pas de complications ou d’effets adverse à cause de l’EC et les cas de réussite
biologique, qui représentent une guérison adéquate et une incorporation de l’EC. Il faudrait
pouvoir analyser plus de cas de réussite clinique pour pouvoir conclure sur les facteurs
déterminants dans ces cas de succès. Par contre, l’étude de EC explantés par Malina et al. a
analysé neuf cas de réussite clinique, et aucun ne montrait une néointima organisée, donc aucune
réussite biologique [1541.
123
V -2-4 Les facteurs qui peuvent expliquer la mauvaise guérison.
Les EC sont aussi utilisées pour traiter plusieurs maladies vasculaires périphériques. Elles sont
utilisées, par exemple, dans le traitement des occlusions des artères périphériques comme les
iliaques ou les fémorales. Dans ces applications périphériques, les EC sont bien incorporées à la
paroi dans une capsule fibreuse, et comme dans les « stents », la resténose est une complication
qui peut survenir [280, 281]. Nos résultats suggèrent que le manque d’incorporation doit pouvoir
s’expliquer par différents facteurs qui sont inhérents à notre modèle, soit un contexte anévrismal
et les propriétés de surfaces des biornatériaux utilisés.
V-2-4-1 La phvsiopai’hologie des AAA
La physiopathologie des AAA où l’EC est insérée peut expliquer le manque de guérison observé
à la suite de l’implantation des EC. La destruction de la média, la déplétion des CMLV jusqu’à
75% et leur phénotype pro-apoptotique ne sont pas favorables à leur prolifération [70]. Les
cellules présentes dans la paroi anévrismale sont quiescentes et dans un état non-prolifératif.
Ceci contraste avec les caractéristiques cellulaires requises pour la formation d’une néointima
organisée, soit une résistance à l’apoptose, une migration des cellules et un état prolifératif En
plus, l’EC est déployée sur des plaques athérosclérotiques, ce qui ne facilite pas la régénération
des tissus et l’incorporation des EC au collet. [64, 67] Ces plaques d’athérosclérose sont souvent
ulcérées et les CEV sont absentes ou endommagées. La réaction inflammatoire présente dans la
paroi anévrismale pennet la sécrétion de plusieurs molécules qui dégradent la MEC. Cette
dégradation de la MEC peut être amplifiée par la présence des PMN qui sécrètent eux aussi des
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enzymes comme les MMP. Cette inflammation rend plus difficile la formation d’un tissu
organisé. En plus de ces facteurs biologiques, l’EC dans la portion du sac anévrismal n’est pas
en contact avec la paroi, ce qui empêche une colonisation directe du greffon. Les cellules
doivent donc provenir des collets (ou bien traverser le thrombus), ce qui représente une grande
distance de migration pour tous les types cellulaires. Nous avons aussi remarqué dans nos
travaux que l’EC est souvent mal dimensionnée et! ou mal déployée, ce qui entraîne une
mauvaise apposition du greffon à la paroi et des replis dans le recouvrement polymérique. Cette
mauvaise apposition est un facteur supplémentaire qui peut entraîner une mauvaise incorporation
de l’EC à la paroi.
V-2-4-2 Propriétés de surface des biomatériaux
L’utilisation de recouvrement polymérique en Dacron ou en PTfE peut expliquer en partie le
manque de guérison observé. Un facteur qui limite la guérison est que la faible porosité des
biomatériaux utilisés diminue les possibilités de colonisation du greffon et de migration à travers
le greffon par les cellules progénitrices circulantes [154, 208]. En plus, les propriétés de surfaces
des biomatériaux utilisés (PET et PTFE) ne sont pas optimales pour favoriser l’incorporation et
la guérison autour de EC. Les cellules doivent pouvoir adhérer, et proliférer à la surface du
greffon, sans mourir par apoptose ou par nécrose. La grande hydrophobicité du PTFE limite
l’absorption de protéines à sa surface, ce qui ne favorise pas l’adhésion des cellules [247, 248].
Dans notre étude sur les films de PTFE nous n’avons observé pratiquement aucune cellule ce qui
démontre que ce biornatériau n’est pas adéquat pour favoriser une guérison tissulaire. En plus,
les rares cellules présentes sur le PTFE après 4 heures d’adhésion étaient très petites, très rondes
et en amas, ce qui peut supposer qu’elles sont en anoikis, un type de mort par apoptose
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programmée lorsqu’une cellule se détache d’une surface. Ces caractéristiques nous laissent
supposer que ces cellules allaient se détacher de la surface [691. Le PET est moins inerte, mais
les études ont observé que c’est encore insuffisant pour promouvoir une bonne incorporation
t203, 209, 244, 246, 250]. Dans nos travaux sur les films de PET, les cellules adhèrent et
croissent mais de façon significativement plus faible qu’à la surface des puits de PCP et elles
sont sensibles à la mort par apoptose. Nous avons ainsi observé un taux d’apoptose important
(35 ± 4%) des VSMC après $ heures en milieu sans sérum. Ce taux élevé d’apoptose montre que
les cellules tolèrent mal une carence en nutriment lorsqu’elles sont adhérées au PET. Les
cellules qui adhérent au côté extérieur du greffon de l’EC ne sont pas en contact direct avec la
circulation sanguine. ce qui limite l’apport en facteurs de croissance. Ces données suggèrent que
le PET n’est pas favorable à la croissance d’un tissu fibreux à sa surface et pourrait participer au
manque de guérison autour des EC. Par contre, pour tous les essais, nous nous sommes servis dc
PET en film et comme nous le verrons plus loin, les films dc PET sont moins poreux et rugueux
que le Dacron.
V -3 Quelle est la cause des cas d’échec ?
Aucune étude jusqu’à maintenant n’avait étudié simultanément la dégradation des biomatériaux
et la guérison autour des EC. Le rôle respectif de la dégradation des biomatériaux et du manque
de guérison dans les cas d’échec est difficile à définir. Les cas d’échec directement liés à la
dégradation de l’implant sont moins nombreux qu’avec les prothèses de l génération, mais ils
existent toujours. Ainsi, deux cas d’échec des prothèses Talent étaient directement reliés à la
dégradation de l’endoprothèse. Dans un cas, le bris d’un fil métallique au collet a causé une
endofluite massive de type I et cette endofuite a causé une mptui-e de l’anévrisme. Dans l’autre
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cas, c’est un trou dans le greffon qui a aussi entrafné une endofluite et le retrait de
l’endoprothèse. La réaction inflammatoire persistante observée autour des implants pourrait
avoir accélérée la dégradation des biornatériaux [282, 283].
Il est plus difficile d’établir un lien direct entre le manque de guérison tissulaire constaté et les
cas d’échec. Dans notre étude, trois cas d’échec ne sont pas reliés à la dégradation de l’implant,
et peuvent être associés à un manque de guérison tissulaire. Bien que ce manque d’organisation,
ne soit pas la seule cause dans les autres cas d’échec, tous, sauf un, démontrent une guérison
inadéquate et un manque d’incorporation de l’implant à la paroi aortique. Le manque de
guérison peut être la cause, bien que le lien direct ne puisse pas être établi de manière
scientifique. En plus, dans les cas d’échec qui sont directement reliés à la dégradation de
biornatériaux, la dégradation des EC pourrait être évitée ou du moins les bris dans la structure
auraient des conséquences réduites si les EC étaient incorporées dans une capsule fibreuse
importante. Une autre caractéristique du manque d’organisation des tissus est l’inflammation
persistante autour de l’EC qui limite la guérison et la régénération de la MEC. Les enzymes
sécrétées par les PMN augmentent la dégradation de la MEC, ce qui peut faciliter la formation
d’un anévrisme au collet et permettre au sac anévrismal de continuer à augmenter de diamètre.
Ce manque de guérison observé même après plusieurs années d’implantation empêche l’EC
d’être incorporée adéquatement à la paroi aortique et d’y être ainsi solidement fixée. Cette
guérison tissulaire inadéquate est associée au cas d’échec et il serait souhaitable de remédier à
cette situation pour minimiser les complications.
Pour l’avenir de ce projet, il faudrait analyser d’autres EC explantées et récupérer plus de cas
d’autopsie qui nous permettrait d’analyser l’interface entre la paroi aortique et l’EC. Des
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considérations éthiques et techniques ont limité le nombre d’explants obtenus par l’équipe, en
particulier le nombre de cas d’autopsie. En plus, nous avons récupéré trois types
d’cndoprothèses, dont un type (les Vanguard) qui n’est plus commercialisé. Il serait nécessaire
d’analyser d’autres modèles qui sont présentement commercialisés pour pouvoir effectuer une
comparaison entre les différents modèles disponibles sur le marché. En plus, il faudrait
raccourcir le temps entre le retrait de l’EC du patient et Fanalyse des tissus. Certains de nos
spécimens ont été conservés dans le formol pendant quelques aimées avant d’être analysés.
L’impact de cette conservation sur les résultats de nos analyses est difficile à déterminer.
L’utilisation de modèles animaux, comme le modèle canin bilatéral reproduisant les fuites,
développé par l’équipe des Dr Lerouge et Soulez [207] sont d’autres sources d’information
potentielles sur les mécanismes d’ échec.
V-4- Vers une EC bloactive....
Notre étude sur les EC explantées nous a démontré que la guérison tissulaire est inadéquate
autour des EC. Ce manque de guérison observé est lié, selon notre hypothèse, au choix des
biomatériaux qui ne favorisent pas l’adhésion des cellules et au contexte physiopathologique des
AAA, soit une déplétion des CMLV et leur phénotype pro-apoptotique. Le développement d’un
revêtement sur la surface extérieure des EC (du côté de la paroi aortique) qui favoriserait
l’adhésion, la prolifération, la migration et la résistance à l’apoptose des cellules devrait aider à
augmenter la fixation biologique des EC dans la paroi anévrismale et ainsi réduire les
complications suite à ce traitement endovasculaire. L’avenir des EC passe donc par la
stimulation de la guérison avec des médiateurs ou des revêtements à la surface abluminale des
biomatériaux. Pour l’instant, les seuls travaux dans ce sens sont ceux de Vander Bas et al. qui
12$
ont développé un revêtement de collagène avec du bFGF [210, 211], mais celui-ci a été testé
dans un modèle porcin. Or, il a été démontré que le porc a une réaction inflammatoire importante
et guérit beaucoup mieux que l’humain [201, 284]. Nous avons choisi de recouvrir le PET et le
PTFE par un revêtement innovateur, un film fin riche en azote déposé par plasma
atmosphérique, le PPE :N. Il a été démontré que ce nouveau matériau favorise l’adhésion de
plusieurs types cellulaires [257-259]. Nous avons évalué son potentiel pour la guérison
vasculaire sur des VSMC et des fibroblastes. Nous avons aussi testé l’effet de la chondroïtine
sulfate (CS) pour ses effets cellulaires récemment découverts, soit son effet anti-apoptotique sur
les CMLV et les fibroblastes [232, 235] et son effet favorable sur la différenciation des
fibroblastes [235]. La différenciation de fibroblaste en myofibroblaste est une étape cruciale
dans notre modèle, puisque le myofibroblaste a un phénotype contractile et il sécrète de la MEC
[185]. Il a le pouvoir de contracter les plaies, ce qui pourrait s’avérer utile dans le contexte de la
guérison de l’anévrisme. Effectivement, il pourrait réduire le diamètre du sac anévrismal et
éviter l’expansion dc l’anévrisme.
V -4-1 Le PPE:N comme revêtement de la surface
Nos essais cellulaires ont démontré que le PPE:N comme revêtement de surface, favorise
l’adhésion cellulaire, la migration, la croissance cellulaire, la différenciation et la résistance à
l’apoptose par rapport aux surfaces de PET et de PIFE contrôles. Ces événements sont cruciaux
dans la fixation de l’EC à la paroi. Les meilleurs résultats avec le PPE:N seul ont été obtenus sur
le PET.
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Une fois que les cellules sont adhérées aux biomatériaux, leur résistance à l’apoptose est une
étape cruciale. Les cellules adhérées au PET sont moins résistantes à l’apoptose induit par une
privation de facteurs de croissance. Qu’est ce qui diffère entre le PET et le PET+PPE:N pour les
cellules qui y sont adhérées soient plus résistantes à l’apoptose ? Bien que l’adhésion cellulaire
sur le PPE:N n’est probablement pas spécifique, les protéines adhérentes sur le PPE:N
permettent sûrement une adhésion via des récepteurs intégrines et d’activer les mécanismes de
survie cellulaire [285, 286]. L’implication des intégrines et l’activation des mécanismes
intracellulaires des CMLV et des fibroblastes sur le PPE :N devraient être étudiées et comparées
au PET pour permettre de mieux interpréter les résultats que nous avons obtenus. Les surfaces
riches en azote et plus particulièrement en groupement amine sont reconnues pour favoriser une
forte adhésion cellulaire [257. 2591. Les cellules ainsi adhérées peuvent activer des voies
métaboliques qui leur permettent de résister à l’apoptose, de migrer, de proliférer et de se
différencier.
Nos résultats sur le PTFE+PPE:N sont plus variables que sur le PET+PPE:N et les cellules ne
sont pas réparties uniformément su;. la surface du PTFE+PPE:N. Ceci peut s’expliquer par le fait
que la technique de déposition sur le PTFE n’est pas encore au point puisque le PTfE gondole,
dû à son épaisseur, et par conséquent, le revêtement n’est pas uniforme sur toute la surface. Sur
le PTFE, il y a de grandes différences dans la mesure de l’angle de contact (30-sûdegré) comme
le démontre bien l’écart type. Bien que la technique ait été modifiée une première fois pour
éliminer la présence de fluor, elle doit encore être travaillée.
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V -4-2 La CS comme médiateur
L’ajout de CS dans le milieu de culture favorise la migration, la différenciation et la résistance à
l’apoptose. Le site actif de la CS pourrait être son groupement sulfate et ainsi, la CS pourrait
interagir avec des récepteurs connus comme la L-sélectine, la P-sélectine ou le CD44 [236]. Plus
précisément, les mécanismes cellulaires possiblement impliqués dans la résistance à l’apoptose
par la CS ont récemment été étudiés. Il a été démontré que la CS inhibe l’apoptose chez les
CMLV en augmentant le phosphorylation de ERK 72 (extracellular signal-regulated kinases) et
le niveau des protéines Bcl-xl, un membre de la famille anti-apoptotique de Bd-2 [69]. Chez les
fibroblastes, la CS induirait une différenciation cellulaire en activant de la voie métabolique des
P13-K [235]. Ces mécanismes cellulaires sont directement impliqués dans la formation
néointimale. L’activation de ces voies métaboliques permet de penser que la CS est un médiateur
de choix dans notre modèle.
Lorsque la CS est utilisée avec le PPE:N, il y a un effet combiné plus grand que l’un ou l’autre
seul. Cet effet additif a été observé dans les essais de migration et de résistance à l’apoptose. Il
pourrait être intéressant de l’utiliser en créant un revêtement combinant le CS et le PPE:N.
Cependant, le comportement d’un tel revêtement peut être différent de ce que nous avons
observé, puisque la CS pourrait cacher certains groupements fonctionnels du PPE:N et inhiber
une partie de ses effets sur les cellules.
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V -4-3 Les limites de notre approche et travaux futurs
Le Dacron utilisé dans les EC, comme nous l’avons vu précédemment, est un tissage de fibres de
polyester et le PTFE est utilisé sous sa forme expansée, donc les films que nous avons utilisé
pour effectuer nos essais ont une rugosité et une porosité moins importante. Or la ntgosité et la
porosité des surfaces sont reconnues pour augmenter l’adhésion cellulaire [288]. Nos résultats
démontrent que le PPE:N améliore l’adhésion, la résistance à l’apoptose, la migration. la
croissance cellulaire des CMLV et la différenciation des fibroblastes par rapport aux surfaces
contrôles que nous avons utilisées. L’écart entre les résultats des surfaces modifiées avec le
PPE:N et les surfaces contrôles de PET et de PTFE pourraient diminuer si nous utilisons des
biornatériaux plus réalistes qui ont une plus grande rugosité et une plus grande porosité. Par
exemple, le fait d’avoir eu une quasi-totale absence de cellules sur le PTFE aurait pu être
différent si nous avions utilisé du ePTfE. Par contre, plusieurs études ont observé les mauvaises
propriétés du ePTfE [277, 2781. Pour la première phase d’étude du revêtement en PPE:N, il était
logique d’utiliser des matériaux abordables et plus faciles de manipulation (moins épais et moins
opaque). Il est évident, par contre, que les tests cellulaires utilisés devront être répétés sur du
Dacron et du ePTFE.
Par contrainte de temps, les tests de migration, d’apoptose et de croissance cellulaire sur les
fibroblastes n’ont pas pu être effectués. Certains essais sur les CMLV devront être complétés
avec la CS, comme l’adhésion. Les CMLV que nous avons utilisées ne sont pas des cellules
humaines, mais des cellules de rats. Nous les avons utilisées pour leur facilité de culture et leur
coût plus abordable que les CMLV humaines. L’essai avec des CMLV humaines serait une
prochaine étape importante.
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Pour les tests d’adhésion, nous avons utilisé une technique de comptage manuel des cellules
colorées au cristal violet. Le comptage est une tâche très longue, mais il permet d’évaluer
simultanément la morphologie des cellules. Après 4 heures d’adhésion sur les surfaces
modifiées, les cellules sont très étalées et se chevauchent ce qui rend le comptage plus difficile et
moins précis. Ces essais sont en train d’être reproduits en utilisant le test colorimétrique avec le
sel de tétrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). Cette
méthode, couramment utilisée dans le domaine des biomatériaux, permet une mesure rapide des
cellules vivantes capables de métaboliser le sel en cristaux de fonnazan [288]. Cette méthode
permettrait de comparer la quantité de cellules viables, tandis que le cristal violet ne permet pas
de faire la distinction entre les cellules mortes, sur le point de se détacher et celles qui sont
vivantes.
Pour les essais de migration, nous avons utilisé un test simple consistant à faire une strie et
observer combien de cellules migraient dans cet espace [234]. Par contre, dans les tissus, les
cellules sont dans une structure tridimensionnelle. Il faudrait pouvoir évaluer la migration dans
une structure plus complexe, comme dans une matrice de fibrine (thrombus) ou de collagène
(tissu fibreux) pour mieux prédire le comportement in vivo du PPE:N Des essais avec des
Transwells seraient la prochaine étape. Ce test consiste à faire migrer les cellules à travers une
membrane pour évaluer leur capacité migratoire et l’effet chernotactique d’une substance ou
«un revêtement. Le PDGF est un facteur de croissance recoirnu pour favoriser la migration
cellulaire [289] et il devrait être utilisé comme contrôle positif.
Nous avons évalué l’apoptose avec une coloration HOPI qui est plus précise que la coloration
TUNEL [290]. Par contre, nous sous-estimons l’apoptose réelle, puisque les cellules
133
apoptotiques ou nécrotiques ont pu se décoller préalablement à la coloration et que nous
regardons les cellules qui sont adhérées à la surface. Nous avons utilisé une carence en facteurs
de croissance, reconnue pour induire l’apoptose dans notre étude [291). Il faudrait reproduire nos
résultats en induisant l’apoptose d’une autre façon pour confirmer nos résultats, comme par
hypoxie ou avec des LDL oxydés [292, 2931. L’utilisation des LDL oxydés pour provoquer
l’apoptose est importante puisque les cellules dans la paroi anévrismale sont exposées à ce
facteur apoptotique caractéristique des plaques d’athérosclérose.
Dans notre étude, nous avons évalué la croissance cellulaire par un comptage cellulaire des
cellules colorées par HOPI. Les résultats reflètent la prolifération cellulaire et de mort cellulaire.
Un test qui met en évidence uniquement la prolifération soit par BrDU ou par un isotope
radioactif comme la thymidine tritiée [192], devra être effectué pour pouvoir conclure sur les
effets prolifératifs du PPE:N.
finalement, nous avons regardé la présence des filaments d’actine présents dans les fibroblastes.
Cette molécule est présente lorsque le fibroblaste se différencie en myofibroblastes, ce qui lui
permet d’être contractile et d’aider à la contraction de la plaie. L’identification seule de l’actine
est un bon indice de la différenciation cellulaire, mais n’est pas suffisante pour affirmer que nous
sommes réellement en présence de myofibroblastes. Dans le futur, il faudrait tester d’autres
anticorps, comme la virnentine ou la desmine, et regarder s’il y a formation de fibres de stress
pour identifier le phénotype précis des fibroblastes qui se différencient sur le PPE:N et sur les
surfaces en présence de CS. Il sera important de déterminer le phénotype des myofibroblastes
puisqu’ils jouent un rôle central dans la réparation vasculaire et ils pourraient contracter
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l’anévrisme et ainsi en réduire le diamètre. Il serait intéressant d’évaluer si le PPE:N peut
augmenter la force tensile des rnyofibroblastes.
V-4-3-1 Biocompatibilité du PPE:N
Ce projet est la première étape d’un long processus de caractérisation de la réponse biologique
au PPE:N. Plusieurs limites ne nous permettent pas encore de conclure sur la biocompatibilité du
PPE:N. Le PPE:N a un potentiel très intéressant pour l’application des EC et nos résultats nous
poussent à poursuivre dans notre investigation. Le PPE:N n’a induit aucune réaction indésirable
sur les cellules que nous avons testées. La suite logique de ce projet serait ensuite d’effectuer des
essais standardisés de cytotoxicité in vitro et in vivo selon les normes internationales établies
(ASTM ou 150) avec des fibroblastes L-929 reconnus pour ce type de test. Plusieurs étapes
seront nécessaires pour éventuellement obtenir la permission par Santé Canada d’utiliser
commercialement ce revêtement à des fins thérapeutiques.
V-4-3-2 Le potentiel du PPE:Npour la guérison vasculaire
L’ensemble des résultats nous laisse présumer que le revêtement de la surface par le PPE :N est
une stratégie prometteuse pour une application sur les EC. Cependant, les essais de culture
cellulaire ont de nombreuses limites et ne permettent pas d’extrapoler le comportement du
revêtement in vivo. Le potentiel de ce revêtement devra être 1) testé sur des membranes en PET
réalistes 2) testé avec du sang humain pour évaluer sa thrornbogénicité et l’influence possible de
la formation d’un réseau de fibrine sur l’adhésion cellulaire à la surface du matériau 3) testé in
vivo, notamment dans un modèle d’anévrisme, comme le modèle animal canin bilatéral
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développé par l’équipe du Dre Lerouge [207]. Il reste plusieurs étapes avant que ce revêtement
puisse être cliniquement utilisé.
V -5- Conclusion- Un avenir prometteur pour les EC
Les complications rencontrées dans l’utilisation clinique des EC limitent actuellement le
traitement endovasculaire des anévrismes de l’aorte abdominale. Nous avons vu que ces
complications peuvent être liées directement à la dégradation de l’implant, bien que ceci soit
moins fréquent qu’avec les prothèses de 1ète génération [269, 294]. Les fabricants d’EC
continuent d’améliorer le design et la résistance à la corrosion de leur produit [295]. Le design et
la qualité des biomatériaux utilisés ont été grandement améliorés avec la 2leme génération EC. Le
manque de guérison tissulaire que notis avons observé, même après plusieurs années
d’implantation, peut être une cause importante des échecs rencontrés dans l’utilisation clinique
des EC, ce qui est inquiétant pour les performances à long terme des EC [116, 117, 128, 296].
En plus, les patients qui sont traités avec les EC ont un suivi radiologique lourd et doivent aller
voir leur médecin fréquemment.
Le développement d’EC avec un revêtement bioactif qui favoriserait la guérison biologique est
une stratégie prometteuse. Elle ouvre la voie à une 3lème génération d’EC, qui serait solidement
ancrée, par fixation biologique, à la paroi aortique, comme le permet l’anastomose dans la
chirurgie ouverte. Ceci pemiettrait de réduire les complications à moyen et long terme, et donc
de traiter plus de patients par cette technologie minimalernent invasive. Le PPE:N et la CS
permettent l’amélioration de l’adhésion, de la migration, de la résistance à l’apoptose, de la
croissance et de la différenciation cellulaire. Tous ces événements sont requis pour la formation
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d’une néointima. Dans le contexte des AAA, la résistance à l’apoptose est une caractéristique
primordiale, car les CMLV présentes de la paroi et qui pourraient participer à la formation d’un
tissu fibreux, sont peu nombreuses. La différenciation des fibroblastes en myofibroblastes est
aussi un événement majeur, puisque c’est ce type cellulaire qui est central dans les processus de
guérison. Sa présence peut améliorer grandement la formation de la néointima. Cependant, des
modifications de surface de l’EC n’affecteront que les tissus à proximité et pourraient ne pas être
suffisantes pour améliorer la guérison dans l’ensemble de l’anévrisme. La recolonisation de
l’anévrisme par des CMLV saines, des fibroblastes [297, 298J ou des celluLes souches injectées
lors du traitement endovasculaire pourrait alors être une stratégie complémentaire.
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TRAITEMENT ENDOVASCULAIRE DES ANÉVRISMESÊ L’AORTE
ABDOMINALE : ANALYSE DE STENT-GRAFTS EXPLANTÉS
Chercheurs principaux : Dr Sophie Lerouge, Ph.D. chercheure, Centre de recherche du CHUM
et DrGilles Soulez, M.D., radiologue interventioniste, CHUM.
Collaborateurs : Dr Vincent Oliva, MD (radiologie, CHUM) ; D Louis Gaboury, MD (pathologie,
CHUM); Dr Stephane Elkouri, DrJeanFrançois Blair; DrNathalie Beaudoin, Dr Luc Bruneau, Dr
Yvan Douville (Québec-SFA), Dr Paul Petrasek (Calgary- Peter Lougheed Centre), Robert
Guidoin, PhD, chercheur (CHUQ)
Organismes subventionnaires: Fonds de Recherche en Santé du Québec (FRSQ), Conseil
National de Recherche en Sciences Naturelles et en Génie du Canada (CRSNG).
INTRODUCTION
Vous êtes invité à participer à un projet de recherche sur le traitement endovasculaire des
anévrismes de l’aorte abdominale afin d’aider la communauté scientifique et médicale à mieux
comprendre les complications qui peuvent y survenir. Avant d’accepter de participer à ce projet,
veuillez prendre le temps de lire et de comprendre les renseignements qui suivent. Le présent
document peut contenir des termes que vous ne comprenez pas. Nous vous invitons à poser
toutes les questions que vous jugez utiles au chercheur et à ses adjoints et à leur demander de
vous expliquer les éléments qui ne sont pas clairs.
BUT DE L’ÉTUDE
Ce projet de recherche consiste à étudier des endoprothèses (ou stent-grafts) qui ont été
implantées chez des patients souffrant d’un anévrisme de l’aorte abdominale, afin de mieux
comprendre les phénomènes qui peuvent mener à l’échec ou aux complications de ce traitement,
telles que les fuites sanguines, la migration, le bris de la prothèse ou un élargissement de
l’anévrisme. Ces recherches sont menées par des chercheurs et médecins du CHUM. Durant ce
projet de 5 ans, nous chercherons à analyser une vingtaine d’endoprothèses retirées lors d’une
chirurgie ou d’une autopsie.
NATURE DE VOTRE PARTICIPATION
Lors de la chirurgie, qui a été décidée et planifiée par votre médecin, votre stent-graft sera retiré
et remplacé par une prothèse vasculaire. Normalement, cet implant est jeté. Ce projet de
recherche consiste simplement à étudier cet implant et les tissus qui lui sont attachés afin de
comprendre les phénomènes impliqués dans l’échec de ce traitement.
Projet:
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Votre participation implique également votre accord pour que nous ayons accès à votre dossier
médical et notaiuinent aux images prises avant, pendant et après le traitement dc votre anévrisme
(radiographies, scanner etc...). En signant ce formulaire de consentement, vous autorisez
également ce droit d’accès.
RISQUES ET INCONVÉNIENTS
Ce protocole de recherche ne comporte aucun risque supplémentaire pour vous, aucune
implication de votre part, ni aucune modification de votre traitement.
AVANTAGES ET COMPENSATION
Vous ne retirerez aucun bénéfice personnel de votre participation à cette étude. Aucune
compensation monétaire n’est prévue pour votre participation à l’étude. Toutefois les résultats
obtenus contribueront à l’avancement des connaissances dans ce domaine.
CONFIDENTIALITÉ
Toutes les mesures appropriées seront prises afin que soit préservée la confidentialité des
renseignements contenus dans votre dossier médical, s’il doit être consulté, et des données
recueillies à votre sujet en cours d’étude. Seuls les chercheurs impliqués dans ce projet
pourraient avoir accès aux informations confidentielles qui vous identifient par votre nom, au
moment de l’étude du dossier clinique. En signant ce formulaire de consentement, vous autorisez
ce droit d’accès.
L’accès à vos tissus prélevés dans le cadre de cette recherche et à votre dossier médical sera
restreint aux seuls chercheurs de l’équipe de recherche. Un numéro sera attribué aux tissus
explantés, ainsi qu’aux données cliniques, images et radiographies qui seront ainsi codifiées. La
chercheure principale de cette étude sera la seule à conserver la liste de correspondance entre le
code et votre nom. Vous ne serez pas identifié par votre nom, dans quelque circonstance que ce
soit. Votre anonymat sera assuré lors de la publication des résultats. Au bout des 5 ans, à la fin
de ce projet de recherche, les tissus seront détruits. Les données et images qui seront conservées
seront préalablement rendus anonymes.
COMMUNICATION DES RÉSULTATS
Les résultats spécifiques de notre étude sur l’anévrisme et la prothèse ne vous seront pas
communiqués. Il en sera de même pour toute personne ou organisme qui pourrait se montrer
intéressé à connaître ces résultats, sauf si la loi nous y oblige. Aucune information ne sera versée
dans votre dossier médical.
FINANCEMENT DE LA RECHERCHE ET RETOMBÉES ÉCONOMIQUES
Les chercheurs ont obtenu une subvention de recherche d’un organisme gouvernemental
canadien pour payer les dépenses encourues par les chercheurs et par l’hôpital pour réaliser le
projet.
Les travaux de recherche pourraient permettre aux chercheurs et au CHUM de développer et/ou
de commercialiser de nouveaux produits ou découvertes. Vous cédez cependant tout droit de
propriété sur les tissus dont vous avez autorisé l’utilisation et sur les informations obtenues lors
de leur utilisation. Vous ne bénéficierez donc d’aucune retombée financière liée à la
commercialisation de ces découvertes ou produits, le cas échéant.
LIBERTÉ DE CONSENTEMENT ET DROIT DE RETRAIT
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Votre participation est tout à fait volontaire et vous êtes totalement libre de participer ou non au
présent projet de recherche. De plus, vous êtes libre, avant la chirurgie, de vous retirer du projet
sans pénalité, sans que cela ne nuise à vos relations avec votre médecin et sans que la qualité des
soins que vous recevez n’en soit affectée.
PERSONNES-RESSOURCES DU PROJET DE RECHERCHE
Personnes ressources responsables de la recherche
Si vous désirez de plus amples renseignements au sujet de votre participation, vous pouvez
communiquer avec
- Sophie Lerouge, Chercheure principale, Centre de Recherche du CHUM-Hôpital Notre
Darne. Tél (514) 890-8000 p.28821
- Aimie Major, Etudiante à la maitrise, Centre de Recherche du CHUM-Hôpital Notre-Darne.
Tél : (514) 890-8000 p.28723
Personnes ressources non liées à l’étude
Voici le numéro de téléphone de personnes qui ne sont pas liées à cette étude et à qui vous
pouvez adresser vos plaintes relativement à cette étude ainsi que vos questions concernant vos
droits en tant que participant à cette étude
• Hôpital Notre-Dame Louise Brunelle, Conrniissaire locale adjointe à la qualité des
services : (514) 890-8000, poste 26047
• Hôtel-Dieu : Michèle Morin, Commissaire locale à la qualité des services : (514) 890-8000
poste 12761
• Hôpital Saint-Luc : M Christine Siclait, Commissaire locale adjointe à la qualité des
services: (514) 890-8000 poste 36366
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CONSENTEMENT
Je déclare avoir lu le présent formulaire de consentement, particulièrement quant à la nature
de ma participation au projet de recherche et l’étendue des risques qui en découlent. Je
reconnais qu’on m’a expliqué le projet, qu’on a répondu à toutes mes questions et qu’on m’a
laissé le temps voulu pour prendre une décision.
• Je consens librement et volontairement à participer à ce projet. On me remettra une copie
signée du présent formulaire.
• En signant le présent formulaire, je ne renonce à aucun de mes droits légaux ni ne libère le
chercheur, l’hôpital ou le commanditaire de leur responsabilité civile et professionnelle.
Nom du sujet
Signature du sujet
Date
Nom du témoin
Signature du témoin
Date
• Je certifie avoir expliqué au sujet la nature du projet de recherche ainsi que le contenu du
présent formulaire, avoir répondu à toutes ses questions et avoir indiqué qu’il reste à tout
moment libre de mettre un terme à sa participation. Je crois que le sujet comprend
parfaitement mes explications et a donné un consentement éclairé. Je lui remettrai une copie
signée du présent formulaire de consentement.
Nom du chercheur ou de la personne désignée par lui
Signature du chercheur ou de la personne désignée par lui
Date
3 exemplaires Archives médicales, sujet, chercheur
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FORMULAIRE D’INFORMATION ET DE CONSENTEMENT (2) CHLJH
Projet: TRAITEMENT ENDOVASCULAIRE DES ANÉVRISMES DE L’AORTE
ABDOMINALE : ANALYSE DE STENT-GRAFTS EXPLANTÉS
Chercheurs principaux : Dt Sophie Lerouge, Ph.D. chercheure, Centre de recherche du CHUM
et DrGilles Soulez, M.D., radiologue interventionniste, CHUM.
Collaborateurs : Dr Vincent Oliva, MD (radiologie, CHUM) ; D Louis Gaboury, MD (pathologie,
CHUM)
Organismes subventionnaires : Fonds de Recherche en Santé du Québec (FRSQ), Conseil
National de Recherche en Sciences Naturelles et en Génie du Canada (CRSNG).
PRÉAMBULE
Vous êtes atteint d’un anévrisme de l’aorte abdominale et, avec votre médecin, vous avez décidé
d’être traité par la mise en place d’un stent-grafi (ou endoprothèse). Cette procédure
minimalement invasive est très prometteuse mais se heurte encore à certaines problématiques
que notre équipe de recherche tente de résoudre. L’analyse de stent-grafts explantés lors
d’autopsie est une source d’informations essentielles pour la communauté scientifique et
médicale, afin de mieux comprendre les mécanismes de guérison après l’implantation de ces
stent-grafts et d’améliorer éventuellement leur composition.
Avant d’accepter de participer à ce projet, veuillez prendre le temps de lire et de comprendre les
renseignements qui suivent. Le présent document peut contenir des termes que vous ne
comprenez pas. Nous vous invitons à poser toutes les questions que vous jugez utiles au
chercheur et à ses adjoints et à leur demander de vous expliquer les éléments qui ne sont pas
clairs.
BUT DE L’ÉTUDE
Ce projet de recherche consiste à étudier les endoprothèses (ou stent-grafts) qui ont été
implantées chez des patients souffrant d’un anévrisme de l’aorte abdominale, afin de mieux
comprendre les phénomènes qui peuvent mener à l’échec ou aux complications de ce traitement,
telles que les fuites sanguines, la migration, le bris de la prothèse ou un élargissement de
l’anévrisme. Ces recherches sont menées par des chercheurs et médecins du CHUM. Durant les
5 prochaines années, nous tenterons d’analyser une vingtaine d’endoprothèses retirées lors d’une
chirurgie ou d’une autopsie.
NATURE DE VOTRE PARTICIPATION
L’autopsie est un procédé médical et scientifique effectué dans le but d’établir le plus
précisément possible la cause d’un décès et de déterminer la nature et la cause des maladies ou
autres états qui ont contribué au décès ou qui ont contribué à la présence d’autres maladies au
moment du décès. L’autopsie, et les renseignements qui en découlent, contribuent au total des
connaissances médicales.
A?PROUV
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Votre collaboration à cette étude consiste à donner votre autorisation, pour qu’une autopsie soit
pratiquée suite à votre décès, s’il devait survenir au cours des 5 prochaines années, qu’il soit
relié ou non à votre pathologie d’anévrisme, et de consentir à ce que l’implant et l’anévrisme
soient retirés et analysés par notre équipe.
Cette autopsie serait effectuée par les pathologistes du CHUM, qui prélèveraient le segment de
l’aorte contenant l’anévrisme et le stent-graft et le mettraient à notre disposition pour analyse.
Notre équipe de recherche tente en particulier de mieux comprendre les causes de complications
et d’échec (s’il y a lieu) mais aussi les cas de bonne guérison des anévrismes.
Votre participation implique également votre accord pour que nous ayons accès à votre dossier
médical et notamment aux images prises avant, pendant et après le traitement de votre anévrisme
(radiographies, scanner etc...). En signant ce formulaire de consentement, vous autorisez
également ce droit d’accès.
RISQUES ET INCONVÉNIENTS
Il n’y a aucun risque découlant de votre participation à ce projet de recherche, qui n’implique
aucune implication de votre part, ni aucune modification de votre traitement..
Nous sommes très conscients des émotions additionnelles que la pratique d’une autopsie peut
engendrer à la famille d’un défunt. Cependant, les résultats obtenus par le biais peuvent
permettre une avancée importante des connaissances dans ce domaine.
AVANTAGES ET COMPENSATION
Ni vous ni votre famille ne retirerez aucun avantage personnel découlant de votre participation à
cette étude. Aucune compensation monétaire n’est prévue pour votre participation à l’étude. Il
est entendu qu’un rapport complet de l’autopsie sera envoyé à votre médecin traitant et que votre
famille pourra obtenir les résultats de l’autopsie en s’adressant au service des archives du
CHUM.
CONFIDENTIALITÉ
Toutes les mesures appropriées seront prises afin que soit préservée la confidentialité des
renseignements contenus dans votre dossier médical, s’il doit être consulté en cours d’étude.
L’accès à vos tissus prélevés dans le cadre de cette recherche et à votre dossier médical sera
restreint aux seuls chercheurs de l’équipe de recherche. Un numéro sera attribué à vos tissus,
ainsi qu’aux données cliniques, images et radiographies qui seront ainsi codifiées. La chercheure
principale de cette étude sera la seule à conserver la liste de correspondance entre le code et
votre nom. Vous ne serez pas identifié par votre nom, dans quelque circonstance que ce soit.
Votre anonymat sera assuré lors de la publication des résultats.
Au bout des 5 ans, à la fin de ce projet de recherche, les tissus et implants seront détruits. Les
données et images qui seront conservées seront préalablement rendus anonymes.
COMMUNICATION DES RÉSULTATS
Les résultats spécifiques de notre étude sur l’anévrisme et la prothèse ne seront pas
communiqués à la famille. Il en sera de même pour toute personne ou organisme qui pourrait se
montrer intéressé à connaître ces résultats, sauf si la loi nous y oblige. Enfin, à l’exception du
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rapport d’autopsie proprement dit, aucune autre information ne sera versée dans votre dossier
médical.
FINANCEMENT DE LA RECHERCHE ET RETOMBÉES ÉCONOMIQUES
Les chercheurs ont obtenu une subvention de recherche d’un organisme gouvernemental
canadien pour payer les dépenses encourues par les chercheurs et par l’hôpital pour réaliser le
projet.
Les travaux de recherche pourraient permettre aux chercheurs et au CHUM de développer et/ou
de commercialiser de nouveaux produits ou découvertes. Vous cédez cependant tout droit de
propriété sur les tissus dont vous avez autorisé l’utilisation et sur les infonriations obtenues lors
de leur utilisation. Votre famille ne bénéficiera donc d’aucune retombée financière liée à la
commercialisation de ces découvertes ou produits, le cas échéant.
LIBERTÉ DE CONSENTEMENT ET DROIT DE RETRAIT
Votre participation est tout à fait volontaire et vous êtes totalement libre de participer ou non au
présent projet de recherche. De plus, vous êtes libre, avant votre décès, de vous retirer du projet
sans pénalité, sans que cela ne nuise à vos relations avec votre médecin et sans que la qualité des
soins que vous recevez n’en soit affectée.
PERSONNES-RESSOURCES
Personnes ressources responsables de la recherche
Si vous désirez de plus amples renseignements au sujet de votre participation, vous pouvez
communiquer avec
-Sophie Lerouge, Chercheure principale, Centre de Recherche du CHUM-Hôpital Notre-Darne.
Tél (514) 890-8000 p.2$82l
- Annie Major, Etudiante à la maîtrise, Centre de Recherche du CHUM-Hôpital Notre-Dame.
Tél (514) $90-8000 p.2$723
Personnes ressources non liées à l’étude
Voici le numéro de téléphone de personnes qui ne sont pas liées à cette étude et à qui vous
pouvez adresser vos plaintes relativement à cette étude ainsi que vos questions sur la recherche
et vos droits en tant que participant à cette étude
• Hôpital Notre-Dame : Louise Brunelle, Commissaire locale adjointe à la qualité des
services (514) 890-8000, poste 26047
• Hôtel-Dieu Michèle Morin, Commissaire locale à la qualité des services (514) 890-8000
poste 12761
• Hôpital Saint-Luc Mrne Christine Siclait, Commissaire locale adjointe à la qualité des
services : (514) 890-8000 poste 36366
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CONSENTEMENT
• Je déclare avoir lu et compris le présent formulaire d’information et de consentement,
particulièrement quant à la nature de ma participation au projet de recherche. Je reconnais
qu’on m’a expliqué le projet, qu’on a répondu à toutes mes questions et qu’on m’a laissé le
temps voulu pour prendre une décision
• J’autorise par la présente les pathologistes et autres médecins du CHUM et à leur personnel
d’effectuer un examen post-portem complet (autopsie) sur ma personne, suite à mon décès.
On me remettra une copie signée du présent formulaire.
• En signant le présent formulaire, je ne renonce à aucun de mes droits légaux ni ne libère le
chercheur, l’hôpital ou le commanditaire de leur responsabilité civile et professionnelle.
Nom du sujet
Signature du sujet
Date
Nom du témoin
Signature du témoin
Date
• Je certifie avoir expliqué au sujet la nature du projet de recherche ainsi que le contenu du
présent formulaire, avoir répondu à toutes ses questions et avoir indiqué qu’il reste à tout
moment libre de mettre un terme à sa participation. Je crois que le sujet comprend
parfaitement mes explications et a donné un consentement éclairé. Je lui remettrai une copie
signée du présent formulaire de consentement.
Nom du chercheur ou de la personne désignée par lui
Signature du chercheur ou de la personne désignée par lui
Date
3 exempLaires Archives médicales, sujet, chercheur
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Annexe 3- PROTOCOLE POUR L’ADHÉSION
1) Préparer une plaque de 24 puits avec la membrane à tester.
-Faire les contrôles positifs et négatifs à chaque fois.
-Si plus qu’une plaque dans une expérience, mélanger, les plaques moitié/moitié.
(ex: 1 plaque PET et Ï plaque PET mod = 2 plaques moitié PET moitié PET mod)
1.1) Découper les membranes sous la hotte biologique avec du matériel stérile
(scalpel, planche en verre, lamelle de plastique, pince en métal fine) et mettre
dans le fond des puits de la plaque.
1.2) Faire 6 échantillons par condition.
1.3) Mettre 1 cloning cylinder stérile (10 mm extérieur) dans chaque puit, centré
sur chaque membrane.
2) Préparer les cellules
2.1) Lavage avec 6-7 ml de P35 iX et ensuite 2 ml de trypsine par flasque de 75ml.
2.2) Laisser incuber pendant 2 à 5 minutes.
2.3) Rajouter de 2 ml de milieu Normal dans chaque flasque.
2.4) Récupérer les cellules et les mettre dans un tube de 15 ou 50 ml.
2.5) Compter les cellules.
2.6) Faire la dilution nécessaire pour obtenir la concentration cellulaire voulue.
***nomalement 50 000 cellules dans 200 1*
2.7) Si le test d’adhésion ne s’effectue pas en milieu normal, mettre le nombre de
cellules requis dans un tube de 15 ml.
(ex 300 000 cellules dans 6 ptuts (4.8m1), mais en prévoir un peu pitis comme 312500 cellules dans 5 ml)
2.8) Centrifuger pendant 10 minutes à 1400 rpm (programme 2 de la
centrifugeuse)
2.9) Resuspendre dans le milieu nécessaire.
3) Mettre les cellules dans les cloning cylinder (50 000 cellules dans 200tl)
***Les cloning cylinder ne prennent pas plus de 200 jil***
---si un puit est vide, ajouter 500pi de PBS--
4) Laisser adhérer 1 ou 4 heures dans l’incubateur à 37°C avec 5% de C02
5) Sortir les cellules
A3.2
-sous la hotte biologique:
5.1) Laver les membranes 2 fois avec du PBS iX. (dans des plaques de 24 puits
différentes)
5.2) Mettre dans une nouvelle plaque avec 500 pi de PBS iX dans chaque puit.
- en dehors de la hotte biologique (comptoir du labo)
5.3) Mettre 1/10 de volume de cristal violet (0, 75%) dans chaque puit ( 50pi).
5.4) Laisser colorer pendant 15 minutes.
5.5) Rincer 3 fois avec de l’eau (dans des plaques de 24 puits différentes).
5.6) Mettre dans une nouvelle plaque de 24 puits et laisser sécher 24 heures.
6) Prendre les photos
6.1) Installer la caméra sur la microscopique optique (pas inversé).
6.2) Ajuster le zoom pour ne plus voir le contour noir. (3.1)
6.3) Mettre chaque membrane entre lame et lamelle.
6.4) Mettre le microscope au grossissement 40X.
6.5) Prendre 3 photos représentatives de toute la surface (même endroit sur toutes
les membranes dans la mesure du possible).
7) Voir et sélection morphologie cellulaire intéressante et faire des photos à fort
grossissement.
8) Compiler les résultats.
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Annexe 4- PROTOCOLE POUR LA MIGRATION
1) Préparer une plaque de 24 puits avec la membrane à tester.
1.1) Découper les membranes sous la hotte biologique avec du matériel stérile
(scalpel, planche en verre, lamelle de plastique, pince en métal fine) et mettre
dans le fond des puits de la plaque.
1.2) Mettre 1 aiguille stérile dans le milieu de chaque puit (23G BD).
***elle doit être solide et ne plus bouger***
2) Préparer les cellules
2.1) Lavage avec 6-7 ml de PBS iX et ensuite 2 ml de tlypsine par flasque de 75 ml.
2.2) Laisser incuber pendant 2 à 5 minutes.
2.3) Rajouter de ml de milieu Normal dans chaque flasque.
2.4) Récupérer les cellules et les mettre dans un tube de 50 ml.
2.5) Compter les cellules.
2.6) Faire la dilution nécessaire pour obtenir la concentration cellulaire voulue.
3) Mettre les cellules moitié-moitié de chaque côté de l’aiguille.
4) Laisser proliférer dans l’incubateur à 37°C avec 5% de C02.
5) Changer le milieu tous les 2 jours (en conservant l’aiguille).
6) Lorsque les cellules sont à 80% de confluence, mettre les différentes conditions à
tester et enlever l’aiguille. Il faut arrêter au moins 3 puits qui serviront comme
contrôle négatif.
Pour les VSM:
- Milieu SS +/- facteur: 16 heures de migration.
- Milieu N +1- facteur: 12 heures de migration.
Pour les fibroblastes: (à vérifier)
- Milieu SS +1- facteur: 24 heures de migration.
- Milieu N +/- facteur: 16 heures de migration.
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7) Sortir les cellules
-Sous la hotte biologique:
7.1) Laver 2 fois avec du PBS iX (dans des plaques de 24 puits différentes).
7.2) Mettre dans une nouvelle plaque avec 500 jil de PBS iX dans chaque puit.
- En dehors de la hotte biologique (comptoir du labo)
7.3) Mettre 1/10 de volume de cristal violet (0, 75%) dans chaque puit ( 50tl).
7.4) Laisser colorer pendant 15 minutes.
7.5) Rincer 3 fois avec de l’eau (dans des plaques de 24 puits différentes).
7.6) Mettre dans une nouvelle plaque de 24 puits et laisser sécher 24 heures.
8) Prendre les photos.
8.1) Installer la caméra sur la microscopique optique (pas inversé).
8.2) Ajuster le zoom au maximum (IOX grossissement).
2.3) mettre chaque membrane eitre lame et lamelle.
8.4) prendre 3 photos représentatives de toute la surface de migration (même endroit sur
toutes les membranes dans la mesure du possible).
9) Compter les cellules.
9.1) Utiliser PowerPoint.
9.2) Tracer 2 lignes sur la ligne de migration pour le milieu de référence.
9.3) Transférer ces 2 lignes sur toutes les autres photos.
9.4) Compter les cellules entre les 2 lignes ce qui correspond aux cellules qui ont
migrées.
9.5) Compiler les résultats.
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Annexe 5- PROTOCOLE POUR L’APOPTOSE
***Avojr une seule plaque à la fois*** (maximum 2 mais pas préférable)
1) Préparer une plaque de 24 puits avec la membrane à tester
1.1) Découper les membranes sous la hotte biologique avec du matériel stérile
(scalpel, planche en verre, lamelle de plastique, pince en métal fine) et mettre
dans le fond des puits de la plaque.
1 .2) Faire 6 échantillons par condition.
2) Préparer les cellules
2.1) Lavage avec 6-7 ml de PBS iX et ensuite 2m1 de trypsine par flasque de 75m1.
2.2) Laisser incuber pendant 2 à 5 minutes.
2.3) Rajouter de ml de milieu Normal dans chaque flasque.
2.4) Récupérer les cellules et les mettre dans un tube de 50 ml.
2.5) Compter les cellules.
2.6) Faire la dilution nécessaire pour obtenir la concentration cellulaire voulue.
3) Mettre les cellules sur les membranes avec une goutte de 100 il
(sauf sur le PS mettre les cellules dans 500 i1)
***La goutte ne doit pas se briser***
4) Laisser adhérer 4 hrs dans l’incubateur à 37°C avec 5% de C02
5) Rincer une fois avec du PBS iX et laisser proliférer un minimum de 2 jours en
milieu normal.
6) Changer le milieu tous les 2 jours.
7) Lorsque les cellules sont confluentes, mettre les différentes conditions à tester:
- 8 heures pour les VSM
- 7 jours pour les fibroblastes
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8) Coloration au HOP! (voir protocole du labo)
8.1) fermer la lumière de la hotte
8.2) Décongeler sur glace la solution déjà diluée de Hoeschst environ 10 minutes
avant.
8.3) Ajouter directement dans chaque puits 5jil de Hoeschst.
8.4) Laisser incuber 10 minutes à 37°C avec 5% C02
8.5) Pendant l’incubation:
-Allumer le bloc de fluorescence (microscope inversé).
-Installer la caméra (formatage et remis du compteur à zéro).
- fine pour les VSM et Normal pour les fibroblastes avec le bouton QUAL.
-Grossissement : VSM 20X, Fibroblaste 20X.
9) Préparer la solution de PI.
9.1) faire dilution de PI dans du PBS iX (1/200)
-plaque de 24 puits: 70tl de PI dans 14 ml PBS iX pour VSM.
--plaque de 24 puits: 55p1 de PI dans 14 ml PBS iX pour fibroblaste.
10) Coloration par le PI
10.1) Sortir la plaque de l’incubateur.
10.2) Aspirer le milieu de culture.
10.3) Lavage lx avec PBS iX (attention de na pas décoller les cellules).
10.4) Ajouter 500d par puit de la solution de PI diluée.
11) Prendre les photos.
11.1) Pour les VSM, ajuster le Zoom pour avoir environ 100 cellules.
Pour les fibroblastes ajuster F= 5.0
NE PLUS MODIFIER LES RÉGLAGES
11.2) Faire la mise au point avec le microscope à la première photo dans chaque
puit.
11.3) prendre 3 photos représentatives de toute la surface (même endroit sur
toutes les membranes dans la mesure du possible).
12) Compiler les résultats (cellules en apoptose, en nécrose et/ou saines).
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Annexe 6- PROTOCOLE POUR LA CROISSANCE CELLULAIRE
Avoir une seule plaque pour chaque time point
1) Préparer une plaque de 24 puits avec la membrane à tester
1.1) Découper les membranes sous la hotte biologique avec du matériel stérile
(scalpel, planche en verre, lamelle de plastique, pince en métal fine) et mettre
dans le fond des puits de la plaque.
1.2) Mettre 1 cloning cylinder dans chaque puit, centré sur chaque membrane.
1.3) Faire 1 plaque pour chaque temps de prolifération.
2) Préparer les cellules.
2.1) Lavage avec 6-7 ml de PBS iX et ensuite 2ml de trypsine par flasque de 75ml.
2.2) Laisser incuber pendant 2 à 5 minutes.
2.3) Rajouter de ml de milieu Normal dans chaque flasque.
2.4) Récupérer les cellules et les mettre dans un tube de 50 ml.
2.5) Compter les cellules.
2.6) Faire la dilution nécessaire pour obtenir la concentration cellulaire voulue.
***Mettre le double de cellules sur le PET***
3) Mettre les cellules dans les cloning cylinder (--- cellules dans 200il).
***Les cloning cylinder ne prement pas plus de 200tl***
4) Laisser adhérer4 hrs et laver PBS iX 1 fois.
5) Changer le milieu tous les 2 jours (en conservant les cloning cylinder).
Pour la cinétique : Sortir les cellules aux différents temps:
6) Lorsque les cellules sont à 50% de confluence, mettre les différentes conditions à
tester pour 96 hrs (4 jours).
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7) Coloration au HOPI (voir protocole du labo)
7.1) Fermer la lumière de la hotte
7.2) Décongeler sur glace la solution déjà diluée de Hoeschst environ 10 minutes
avant.
7.3) Ajouter directement dans chaque puits 5iil de Hoeschst.
7.4) Laisser incuber 10 minutes à 37°C avec 5% C02
7.5) Pendant l’incubation:
-Allumer le bloc de fluorescence (microscope inversé).
-Installer la caméra (formatage et remis du compteur à zéro).
- Fine pour les VSM et Normal pour les fibroblastes avec le bouton QUAL.
-Grossissement : VSM 20X, Fibroblaste 20X.
8) Préparer la solution de PI.
8.1) Faire dilution de PI dans du P35 iX (1/200)
-plaque de 24 puits : 70il de PI dans 14 ml PBS iX pour VSM.
--plaque de 24 puits : 55tl de PI dans 14 ml PBS iX pour fibroblaste.
9) Coloration par le Pi
9.1) Sortir la plaque de l’incubateur.
9.2) Aspirer le milieu de culture.
9.3) Lavage lx avec PBS 1X (attention de na pas décoller les cellules).
9.4) Ajouter 500pi par puit de la solution de PI diluée.
10) Prendre les photos.
10.1) Pour les VSM, ajuster le Zoom pour avoir environ 100 cellules.
Pour les fibroblastes ajuster F= 5.0
NE PLUS MODIFIER LES RÉGLAGES
10.2) Faire la mise au point avec le microscope à la première photo dans chaque
puit.
10.3) prendre 3 photos représentatives de toute la surface (même endroit sur
toutes les membranes dans la mesure du possible).
li) Compiler les résultats (cellules en apoptose, en nécrose et/ou saines).
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Annexe 7- PROTOCOLE POUR LA DIFFÉRENCIATION CELLULAIRE
1) Préparer une plaque de 6 puits avec la membrane à tester
1.1) Découper les membranes sous la hotte biologique avec du matériel stérile
(scalpel, planche en verre, lamelle de plastique, pince en métal fine) et mettre
dans le fond des puits de la plaque.
1.2) Mettre 1 lame dans une partie du puit pour maintenir la membrane dans le fond.
2) Préparer les cellules.
2.1) Lavage avec 6-7 ml de PBS iX et ensuite 2m1 de trypsine par flasque de 75ml.
2.2) Laisser incuber pendant 2 à 5 minutes.
2.3) Rajouter de ml de milieu Normal dans chaque flasque.
2.4) Récupérer les cellules et les mettre dans un tube de 50 ml.
2.5) Compter les cellules.
2.6) Faire la dilution nécessaire pour obtenir la concentration cellulaire voulue
(Y2 ou ¼ de flasque)
3) Mettre les cellules des 2 côtés de la lame.
4) Laisser proliférer dans l’incubateur à 37°C avec 5% de C02 , jusqu’à
confluence.
5) Changer le milieu tous les 2 jours.
6) Lorsque les cellules sont confluentes, mettre les différentes conditions pour 7
jours
***Pour obtenir la confluence, on peut aussi mettre le nombre de cellules requis pour la confluence***
7) Changer le milieu tous les 2 jours (2 , 4e, 7e journée).
8) Voir protocole du labo de Marie-Josée Hébert et prévoir 3 jours complet de
travail.
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WESTERN BLOT
(Protocole laboratoire du Dre. Marie-Josée Hébert)
J. EXTRACTION DES PROTÉINES
Préparation du tampon d’extraction:
RIPA (Radio imlnunoprecijitation assav buffer)
4,3 8g NaC1
0,186g EDTA (disodium sait)
0,605g Tris (lOmM)
5,0g Sodium deoxychoiate ajuster le pH à 8,0
5m1 Igepal
qsp 500m1 eau
Inhibiteurs
0,01 mg/mL Aprotinine (1 Omg/mL), --- à 4°C, tiroir B li
0,Olmg/mL Leupeptine (1 Omg/mL) --- à -20°C, tiroir Ail
1 mM Sodium orthovanadate (1M) (NaVO3) --- à 4°C, tiroir B 11
0,OO2mg/mL Naf (0,5M, 2lOmg/lOmL) --- tiroir---
0,1% PMSF (200mM) ---tablette bouchon vert---
Quantité de chaque élément pour préparer le tampon d’extraction
lmL 2,5mL 5mL lOmL
Aprotinine lOjiL 25jiL 5OjiL 100iL
Leupeptme lOpL 25pL 5OpL lOOjiL
NaVO3 lOpL 25j±L 50tL 100tL
Naf lOOpL 250pL 5OOiL ImL
PMSf 51iL 12,5tL 25tL 50!IL
RIPA 9l2iiL 2,28rnL 4,55mL 8,65mL
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1. Récupérer les cellules dont on doit extraire les protéines
— Si les cellules sont adhérentes les trypsiniser
- Si les cellules sont en suspension numérer les cellules
2. Centrifuger la suspension cellulaire 10 minutes, à 4°C, à l400rpm.
3. Laver au P35 iX (effectuer un numération des cellules à cette étape pour les cellules
adhérentes si nécessaire) et centrifuger la suspension cellulaire 10 minutes, à 4°C, à
l400rpm.
4. Aspirer le surnageant et congeler le culot cellulaire à —80°C.
Pas besoin de faire
>.- l’étape 4 et 5 si on fait
5. Décongeler le culot cellulaire sur glace. J l’extraction tout de suite
6. Ajouter lu tampon d’extraction (R1PA+inhibiteurs) sur le culot cellulaire décongelé (Mettre
environ 125tL de tampon d’extraction pour une flasque de 75cm2, 50tL pour une flasque de
25cm2). Resuspendre le culot.
7. Soniquer 30 secondes (pulsed, 60-70) sur glace.(Rincer avec de l’eau entre chaque
échantillon)
8. Incuber 1 heure sur glace.
9. Centrifuger 30 minutes, à 4°C, à l400rprn.
10. Récupérer le surnageant.
11. Effectuer le dosage des protéines de l’échantillon (cf. 2) et aliquoter si possible l’échantillon.
12. Conserver l’extrait protéique à —20°C, correctement identifié (nom de l’échantillon,
condition, date d’extraction...).
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2. DOSAGE DES PROTÉINES
Effectuer le dosage des protéines à l’aide du kit:
«BCA Protein Assay Kit» (BCA : bicinchoninic acid).
> Préparation du WorIdnz Reaent (WR)
Prévoir 2mL de WR par tube. Effectuer la solution de WR en mélangeant 50 du « BCA
Reageant A » pour 1 du « BCA Reageant B» (turquoise).
A B A B A B
4OmL O,$mL 4OmL O,8rnL 4OmL O,8rnL
5OmL lmL 5OmL lrnL 5OmL lmL
6OrnL 1,2mL 6OrnL 1,2rnL 6OmL 1,2rnL
7OmL 1 4mL 7il 1 4mL 7OmL 1 4mL
8OrnL 1,6fl1L $OrnL l,6mL 8OmL 1,6rnL
9OmL 1 8mL 9OrnL 1,8mL 9OmL 1 8mL
lOOmL 2mL lOOrnL 2mL lOOrnL 2mL
A7.5
IMPORTANT! L’ajout du WR doit se faire en DERNIER. Préparer les tubes
(100IIL de liquide par tube), et ajouter les 2mL de WR au repeater.
> Préparation des tubes standards pour la %amme
Préparer 2 tubes par dilution d’albumine.
Dans chaque tube, ajouter l0OpL des dilutions d’albumine déjà réalisées (conservées à
4°C, de 2jig/l00tL à 100ig/100jiL) et 2mL de WR.
Préparation des tubes « blancs»
Préparer 2 tubes «blancs » en ajoutant lOOpL d’eau distillée dans chaque tube et 2mL
de WR par tube.
> Préparation des échantillons à doser
Préparer 2 tubes par échantillon à doser.
Dans chaque tube, ajouter une dilution au 1/20 de l’échantillon (5pL + 95tL d’eau
distillée pour chaque tube) et ajouter 2mL de WR par tube.
Préparer également 2 tubes avec dti tampon d’extraction en diluant le tampon
d’extraction au 1/20 (5iL + 95jiL d’eau distillée pour chaque tube) et ajouter 2mL de
WR par tube.
Note si la concentration en protéines des échantillons est trop faible, changer le facteur
de dilution pour les tubes « blancs » et les tubes des échantillons.
> Recouvrir les tubes d’un saran wrap et incuber 30 minutes à 37°C.
> Lecture au spectrophotomètre
- Allumer l’ordinateur. Dans le programme de lecture (DU $00 spectrophotometer), en
haut à gauche, vérifier que «protein assay analysis» est sélectionné et choisir un
profil (profit Normand toutes les dilutions d’albumine sont inclues). Allumer la
lampe (appuyer à l’écran sur « visible »). La lecture se fait à 562nrn.
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- Vérifier tous les paramètres de lecture (à gauche)
Methodparameters Value
Sampling device sipper
Assay type BCA
Analytical wavelenght 562,0 nm
Curve Fit Mode Linear, Zero Int
Number of standards 10
Standard repÏicates2
Units tg/100jiL
Sample rephcates 2
Read average time 0,50 s
Si ces paramètres ne sont pas exacts, les modifier dans le menu « Methods »,
«Edit/Create ».
- Nettoyer le spectrophotomêtre : passer de l’eau distillée (bouton «flush ») puis de
l’alcool (flush) et repasser de l’eau distillée (flush).
- Appuyer sur le bouton « retum » pour vider la cellule.
- Passer un tube «blanc» (l’écran indique «fil! blank »), puis passer le 2àmc tube
«blanc » pour vérifier le 0. Presser « retum» (x2).
- Passer les tubes de la gamme standard t commencer par la concentration la plus
faible et passer les tubes en double (bouton « fi!! read »). Presser « retum» entre les
2 tubes de même concentration et presser 2 fois «return» entre les tubes de
concentrations différentes.
- Une fois que tous les tubes de la gamme sont lus, la courbe d’étalonnage apparaft.
Imprimer les données et la courbe.
- Passer les tubes des échantillons t indiquer le nom de l’échantillon et le facteur de
dilution (20) et passer les tubes en double (bouton « fil! read »). Presser «retum»
entre les 2 tubes du même échantillon et presser 2 fois «return» entre les tubes
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d’échantillons différents. Passer les 2 tubes avec le tampon d’extraction avec les
tubes d’échantillons.
- Une fois que tous les tubes des échantillons sont passés, imprimer les données.
- Nettoyer le spectrophotomètre : passer de l’eau distillée (bouton «flush ») puis de
l’alcool (flush) et repasser de l’eau distillée (flush).
- Fermer le programme (ainsi que la lampe).
- Éteindre l’ordinateur.
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3. MIGRATION
> Préparation des échantillons
Il faut au moins 50kg de protéines par puit (mieux si 1 00ig). Compter un volume total
de 50j.tL par puit pour un peigne de 10 puits.
En fonction du dosage effectué, ajuster la quantité d’échantillons nécessaires avec de
l’eau (volume eau + protéines 4OpL). Il faut ajouter du tampon 5X (bleu) pour chaque
échantillon (ajouter 1 0iL de tampon pour un volume total de 50iL)
Préparer le poids moléculaire : 7pL de ladder + 33jiL d’eau + l0!IL de tampon 5X
Préparer un contrôle avec du tampon d’extraction de la même façon que pour les
échantillons (4OjiL de tampon d’extraction + lOpL de tampon 5X).
Si plusieurs puits sont vides, les remplir avec du contrôle ou de l’eau (4OpL d’eau +
lOpL de tampon 5X)..
Faire bouillir les échantillons, le poids moléculaire et le(s) contrôle(s) pendant 5-10
minutes et effectuer un quickspin.
> Migration
- Effectuer le montage: voir fiche bio-rad Mini PROTEAN 3 Cell Assembly guide —
Gel cassette preparation.
- Faire une marque sur les vitres à 5,5 cm
- Identifier les gels sur les vitres
- Tester si le montage est étanche en y mettant de l’eau pendant 10 minutes et
s’assurer uue le montage ne coule pas.
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- Préparer le gel de séparation
Pour 2 gels (petits, volume 15,6mL) $
GelàlO% Gelàl2% Gelàl5%
Acrylamide-bisacrylamide 5mL 6mL 7,5mL
Sx Tris-HCÏ pH8,8 3 75mL 375mL 3.,75mL
H70 6,25mL 5,25mL 3,75mL
AP$* 5O1iL 5OjiL 5OtL
TEMED 1OtL lOpL 1OtL
*APS (ammonium persulfate) O,lg d’APS dans lmL d’eau fraîchement préparée.
Le couler dans le montage à l’aide d’une seringue jusqu’à environ 5,5cm et ajouter du
butanol saturé d’eau afin que le haut du gel soit parfaitement plat. Laisser polymériser 1
heure (ou laisser polymériser toute la nuit).
- Préparer le gel de concentration
à 1,5% d’acrylamide (stacking gel, pour 2 mini gels 1,5mm ou 1 grand gel, vol
1 1,O2mL)
Acrylamide-bisacrylamide 1 ,3mL
8x Tris-HCI pH6,$ 2,5mL
H20 7,lmL
APS* 99pL
TEMED 2OjiL
Rincer le butanol sturé d’eau et couler le gel de concentration par-dessus le gel de
séparation à l’aide d’une seringue. Ajouter le peigne. Laisser polymériser 20 à 30
minutes pendant lesquelles on peut préparer les échantillons.
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- Remplir la cuve de moitié avec du tampon de migration IX (dilution dans de l’eau
distillée) « used ».
- Ajouter le montage avec les gels (Attention de bien caler les plaques de verre pour
assurer une bonne étanchéité).
- Remplir l’espace entre les 2 gels avec du tampon de migration iX non utilisé.
- Déposer les échantillons et le poids moléculaire dans les puits à l’aide d’un tip
allongé.
- Effectuer le branchement avec le générateur (vérifier la polarité).
Réglages du générateur: 4OmA par e1 (soit O,O8A pour 2 gels), puissance au
maximum, voltage au maximum.
- Faire migrer à température ambiante jusqu’à ce que le front migration arrive en bas
du gel (environ 2h de migration).
- Démonter les plaques. Enlever le gel de concentration et faire tremper le gel de
séparation dans du tampon de transfert (qui est au frigo) pendant environ 30 à 60
minutes à 4°C afin de l’équilibrer.
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4. TRANSFERT
Avec système de transfert semi-dry de Biorad
- ATTENTION: Ne jamais toucher la membrane de nitrocellulose avec les
doigts!!!!
- Dans un plat rempli de tampon de transfert iX, effectuer le montage suivant:
• Déposer 1 papier filtre épais
• Déposer le gel
• Déposer la membrane de nitrocellulose sur le gel (couper la membrane
dans le coin droit en bas)
• Déposer 1 papier filtre épais
- Laisser tremper dans le tampon de transfert 1X pendant 15 minutes
- faire le montage suivant
ç
-
1 Couvercle sécuritaire de l’appareil
2 Couvercle contenant la cathode
3 Papier filtre épais
4 Gel
5 Membrane de nitrocellulose
6 Papier filtre épais
7 plateforme de l’appareil
8 fil d’alimentation
9 Base de l’appareil
- Passer un rouleau sur le papier filtre pour enlever les bulles d’air avant de fermer
l’appareil avec le couvercle
Réglages du générateur: 15V pour 2 gels pendant 1 heure
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5. BLOCAGE DE LA MEMBRANE ET ADDITION DES ANTICORPS
Note Compter environ 2OmL de liquide pour un contenant de membrane pour effectuer
toutes les étapes suivantes.
> Effectuer un rouge Ponso (au frigo) avant de bloquer la membrane. Incuber 10
minutes environ. Rincer la membrane à l’eau distillée pour éliminer l’excès de rouge
Ponso. Insérer la membrane dans un film plastique et effectuer un scan.
> Laver la membrane à l’eau distillée et avec du TBS.
Bloquer la membrane avec du lait 5%. Incuber 1 heure environ.
> Préparer la dilution de l’anticorps primaire. Compter 5mL de la dilution par
membrane.
Insérer la membrane dans un sachet plastique scellé et avant de fermer, ajouter la
dilution d’anticorps primaire. S’assurer qu’il n’y a pas de bulle et sceller le dernier
côté du sachet. Placer le sachet à 4°C, sous agitation, toute la nuit.
> Effectuer 3 lavages de 5 minutes au TTBS 0,05% (TBS Tween) puis 1 lavage d’une
heure au TTBS 0,05%.
Préparer la dilution d’anticorps secondaire. Incuber la membrane avec la dilution
d’anticorps secondaire pendant 1 heure.
Effectuer 3 lavages de 5 minutes au TTBS 0,05% (TBS Tween) puis 1 lavage d’une
heure au TTBS 0,05%.
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6. RÉVÉLATION
- Préparer la solution ECL.
- Aller dans la chambre noire.
- faire tremper la membrane dans la solution d’ECL 30 à 40 secondes.
- Eponger avec du papier Wliatman le surplus de solution.
- Mettre la membrane dans un film de plastique dans une cassette et ajouter un film.
ATTENTION : les films ne doivent pas être exposés à la lumière blanche manipuler
les films sous lumière rouge.
- Exposer le film plus ou moins longtemps et introduire le film la développeuse.
7. STRIPPING
Solution de stripping
2%SDS
100 mM f3-mercaptoethanol
62,5 mM Tris-HCÏ pour adjuster le pH à 6,7
- Incuber les membranes dans la solution de stripping pour 20 minutes à 50°C sous
agitation.
- Effectuer 3 lavages de 5 minutes dans l’eau.
- Effectuer 3 lavages de 5 minutes avec du TBS.
- Rebloquer la membrane avec du lait 1% et refaire les étapes à partir de ce point p our
un autre anticorps primaire.
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Annexe 8- ACCORD DES COAUTEURS ET PERMISSION DE L’ÉDITEUR (Article I)
Implant Degradation and Poor Healing After Endovascular Repair of Abdominal Aortic Aneurysms: An
Analysis of Explanted Stent-Grafts
A) Déclaration des coauteurs d’un article
1. Identification de l’étudiant et du programme
Annie Major,
GBM, Génie Biomédical
2. Description de l’article
Publié dans le : Journal ofEndovascular Therapy (JEVT) en août 2006
(J Endovasc Ther l3457-467, 2006)
Implant Degradation and Poor Healing After Endovascular Repaïr of Abdominal
Aortic Aneurysms: An Analysis of Explanted Stent-Grafts
Annie Major’, Robert Guidoin2, Ph.D., Gilles Soulez’, M.D., Louis A. Gaboury’, M.D., Guy
3 . .Cloutier, Ph.D., Marc Sapoval , M.D., Yvan Douviile, M.D., Guy Dionne, M.D., Robert H.
Geelkerken4, M.D., Paul Petrasek5, M.D., and Sophie Lerouge’, Ph.D.
‘Centre hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM), Montreai, Qc, Canada
2 Departrnent of Surgeiy, Université Lavai, Quebec, Qc, Canada
‘ Service de Radiologie Cardiovasculaire, Hôpital Européen Georges Pompidou, Paris, France
‘ Departrnent of Vascular Surgery, Medische Spectmm Twente, Enschede, The Netheriands
Division of Vascular Surgery, Peter Lougheed Centre, Calgary, Ai, Canada
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3. Rôle de l’étudiant dans cet article
Annie Major a effectué la grande majorité des expériences menant aux résultats présentés dans
cet article. Elle a rédigé une lere version complète de l’article soumis au JEVT. En dehors de
Sophie Lerouge, les autres co-auteurs ont eu un rôle très minime dans cet article. On peut donc
évaluer le pourcentage d’Annie Major à 70% pour cet article.
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4. Déclaration de tous les coauteurs autres que l’étudiant
À titre de coauteur de l’ai-ticle identifié ci-dessus, je suis d’accord pour qu’ Annie Major inclue
cet article dans son mémoire qui a pour titre «Analyse des mécanismes d’échec des
endoprothèses couvertes et stimulation de la formation néointirnale vers un meilleur traitement
des anévrismes de l’aorte abdominale. »
Sophie Lerouge Date
Date
‘-
c-’
Date
Date
Lr 2-t
Date
Date
Date
Date
t Z
Date
Robert H. Geeern
Paul Petrasek
AX4
B) Permission de l’éditeur de la revue
1. Identification de la revue ou du livre
Journal of Endovascular Therapy
1828 E. Highland Ave. #F104-605
Phoenix, AZ, USA
85016
Publié dans le Journal of Endovascular Therapy (JEVT) en août 2006
2. Identification de l’éditeur ou des éditeurs
Madame Rebecca Bowman
3. Identification de l’article
Implant Degradation and Poor Healing After Endovascular Repair of Abdominal Aortic
Aneurysms: An Analysis ofExplanted Stent-Grafts
Annie Major, Robert Guidoin, Ph.D.. Gilles Soulez. M.D., Louis A. Gabourv, M.D., Guy
Cloutier, Ph.D.. Marc Sapoval, M.D., Yvan Douville, M.D., Guy Dionne, MD., Robert H.
Geelkerken, M.D., Paul Petrasek, M.D., and Sophie Lerouge, Ph.D.
L’étudiante Annie Major est autorisé à inclure l’article ci-dessus dans son mémoire qui a pour
titre « Analyse des mécanismes d’échec des endoprothèses couvertes et stimulation de la
formation néointirnale vers un meilleur traitement des anévrismes de l’aorte abdominale. »
Voir la page suivante, soit l’autorisation de l’éditeur
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Annexe 9- ACCORD DES COAUTEURS ET PERMISSION DE L’ÉDITEUR (Article II)
NitrogenRich Coating to Prornote Healing Around Stent-Graft Afler Endovascular Repair
A) Déclaration des coauteurs d’un article
1. Identification de l’étudiant et du programme
Annie Major,
GBM, Génie Biomédical
2. Description de l’article
Soumis dans le Biornaterials
Nitrogen-Rich Coating to Promote Healing Around Stent-Graft After
Endovascular Repair
Sophie Annie Major’, Pierre-Lue Girault-Lauriault3, Mare-André Rayrnond’, Patrick
Laplante’, Gilles Soulez2, Michael R. Wertheirner3, Fackson Mwale4, Marie-Josée Hébert’
Research Center, Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM), Montréal, Qc, Canada
2 Departrnent of Radiology, instittit de Génie Biomédical, Université de Montréal, Montreal, Qc, Canada
3Department of Engineering Physics, École Polytechnique, Montréal, Qc, Canada
Lady Davis Institute and Departrnent of Surgery, McGill University, Montréal, Qc, Canada
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3. Rôle de l’étudiant dans cet article
Annie Major a effectué presque la totalité des expérimentations décrites dans cet article (la
totalité des expérimentations cellulaires in vitro, ainsi qu’une partie de la caractérisation des
surfaces (angle dc contact). Elle a participé à la rédaction de l’article, qui a été rédigé
principalement par Sophie Lerouge. On peut donc évaluer son pourcentage à 60% pour cet
article.
__
Date
f)
Maric-Joséc N éhcrb( U irecteur) bate
A9.3
4. Déclaration de tous les coauteurs autres que l’étudiant
À titre de coauteur de l’article identifié ci-dessus, je suis d’accord pour qu’Annie Major inclue
cet article dans son mémoire qui a pour titre : « Analyse des mécanismes d’échec des
endoprothèses couvertes et stimulation de la formation néointimale : vers un meilleur traitement
des anévrismes de l’aorte abdominale. »
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B) Permission de l’éditeur d’une revue ou d’un livre
1. Identification de la revue ou du livre
Biomaterials
University of Liverpool, Duncan Building
Royal Liverpool University Hospital
Liverpool, UK
L69 3BX,
Soumis le :lr mars
2. Identification de l’éditeur ou des éditeurs
Madame Peggy Oflonneli
3. Identification de l’article
Nitrogen-rich coating to promote healing around stent-graft after endovascular repair
Sophie Lerouge’2, Annie Major’, Pierre-Luc Girault-Lauriault3, Marc-André Raymond’, Patrick
Laplante’, Gilles Soulez2, Michael R. Wertheimer3, Fackson Mwale4, Marie-Josée Hébert’
L’étudiant Annie Major est autorisée à inclure l’article ci-dessus dans son mémoire qui a pour
titre « Analyse des mécanismes d’échec des endoprothèses couvertes et stimulation de la
formation néointirnale : vers un meilleur traitement des anévrismes de l’aorte abdominale. »
Voir la politique du journal pour les droits d’auteur à la page suivante
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